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RESUMEN 
La metástasis es la característica más devastadora de los procesos neoplásicos, 
siendo responsable del 90% de las muertes relacionadas con el cáncer. Los estudios 
dirigidos a caracterizar las alteraciones moleculares que favorecen la difusión de 
células cancerosas fuera del nicho primario, han identificado una serie de eventos 
genéticos que contribuyen a la diseminación metastásica. Sin embargo, los procesos 
de regulación epigenética, alterados en practicamente todos los tipos tumorales, 
permanecen poco estudiados en relación con metástasis. 
La metilación del ADN tiene una influencia directa sobre la transcripción génica, 
habiéndose descrito alteraciones en todas las vías de señalización conocidas. Es el 
proceso epigenético mejor caracterizado, y un gran número de estudios ha definido un 
catálogo en continua expansión de biomarcadores epigenéticos con potencial 
aplicación clínica. Perfiles bien definidos de alteraciones epigenéticas se han atribuido 
a tipos específicos de tumores. Asimismo, firmas basadas en cambios de metilación 
del ADN en genes concretos, son capaces de predecir la agresividad tumoral, la 
respuesta a terapia o la recidiva en diversos tipos de cánceres. 
En el presente estudio hemos investigado las alteraciones de metilación del ADN en la 
progresión tumoral, con especial énfasis en la diseminación metastásica. Para lograr 
esto, se estudiaron tanto en modelos in vitro como en muestras clínicas, para conocer 
la implicación de las alteraciones en la metilación del ADN en el fenotipo metastásico. 
En una primera aproximación, hemos identificado una molécula de adhesión celular, 
Cadherina-11 (CDH11), cuya inactivación epigenética en melanoma y cáncer de 
cabeza y cuello favorece la metástasis. Este estudio subrayó la fiabilidad de las 
plataformas de metilación del ADN y los modelos in vitro  empleados para 
desenmascarar alteraciones epigenéticas clínicamente relevantes. 
Para profundizar en los mecanismos que conducen a la adquisición de propiedades 
malignas, aplicamos un enfoque similar para detectar alteraciones de metilación del 
ADN que contribuyen a la progresión del melanoma. Con este fin se examinaron 
cohortes clínicas de melanoma, y los resultados fueron cruzados con los datos de 
expresión génica para evaluar las implicaciones funcionales de los cambios en la 
metilación del ADN. Curiosamente, se demostró una gran implicación de la dinámica 
de metilación del ADN en la delineación del fenotipo maligno a través de la secuencia 
de progresión tumoral. En las etapas iniciales, la inactivación epigenética  produce la 
 pérdida de adhesión e identidad celular, que son consistentes con resultados 
obtenidos a partir de estudios de transcriptómica. Posteriormente, en la diseminación 
metastásica, la hipometilación del ADN provoca la activación aberrante de los 
procesos inflamatorios e inmunes que también han sido vinculados a la progresión 
metastásica y a mal pronóstico. Por otra parte, a partir de este estudio se identificó un 
conjunto de biomarcadores de metilación de ADN, potencialmente transferibles a la 
clínica para el diagnóstico del melanoma, el seguimiento de la progresión, y la 
evaluación de la supervivencia de los pacientes de forma independiente a otros 
factores. 
En conjunto, los resultados obtenidos durante esta tesis doctoral ponen de relieve la 
importancia de los cambios de metilación del ADN para la diseminación metastásica 




Metastasis is the most devastating  feature of neoplastic processes, being responsible 
of 90% of cancer-related deaths. Studies aiming to characterize the molecular 
alterations favoring the dissemination of cancer cells away from the primary niche, 
have identified a series of genetic events contributing to metastatic dissemination. 
However, the epigenetic regulatory layer, disrupted in virtually every tumor type, has 
remain poorly characterized in relation to metastasis. 
DNA methylation has a direct influence on gene transcription, and alterations in all 
signaling pathways have been reported. It is the best studied epigenetic process, and a 
plethora of studies have defined a continuously expanding catalogue of epigenetic 
biomarkers with potential applicability in the clinic. Well defined profiles of epigenetic 
alterarions have been attributed to specific tumor types; existing DNA methylation-
based signatures are able to predict tumor aggressiveness, response to therapy or 
recurrence in a variety of cancers.  
In the present study we sought to investigate DNA methylation alterations in cancer 
progression, with a special emphasis on metastatic dissemination. To accomplish this, 
we examined in vitro models as well as clinical specimens to investigate the 
involvement of DNA methlation alterations in the metastatic phenotype. As a result, we 
identified a cell-adhesion molecule, Cadherin-11 (CDH11), whose epigenetic disruption 
in primary melanomas and head and neck cancers triggers metastasis. This study 
underscored the reliability of DNA methylation platforms and in vitro models to identify 
clinically relevant epigenetic alterations.  
To further increase our knowledge on the acquisition of malignant properties, we 
applied a similar approach to screen DNA methylation alterations contributing to 
melanoma progression and metastasis. To this end, clinical melanoma cohorts were 
examined, and the results were crossed with gene expression data to gain insights into 
the functional implications of DNA methylation changes. Interestingly, we found a great 
involvement of DNA methylation dynamics in shaping the malignant phenotype across 
sequential steps of tumor progression. At initial stages, epigenetic inactivation induced 
loss of adhesion and cell fate in cancer cells in agreement with results obtained from 
transcriptomic-based studies. Further in metastatic dissemination, DNA 
hypomethylation causes aberrant activation of inflammatory and immune processes 
which had been also linked to metastatic progression and bad prognosis. Furthermore, 
 a valuable set of DNA methylation-based biomarkers was extracted from this study, 
potentially useful for melanoma diagnosis, monitoring of progression, and evaluation of 
patient survival independently of other factors.  
Altogether, the results obtained during this PhD highlight the relevance of DNA 
methylation changes for the metastatic dissemination of cancer cells, and in particular 




1.1 Perspectiva histórica 
Entre los años 40 y 60, los estudios desarrollados de forma independiente por 
investigadores de distintos campos, apuntaban hacia  un mecanismo alternativo y 
reversible de transmisión de información de generación en generación, distinta a los 
patrones de herencia mendeliana que se conocían. De especial relevancia fueron los 
de RA Brinck –estudiando la variación de pigmentación en maíz–, B McClintock –
investigando en elementos retroransponibles en el genoma del maíz–, y H Crouse –
analizando las traslocaciones del cromosoma X en relación a la determinación del 
sexo (Crouse HV, 1943). El descubrimiento de la impronta cromosómica por ésta 
última –primero descubierto en el cromosoma X, y posteriormente extendido a otros 
loci del genoma–, sugirió por primera vez la existencia de un mecanismo alternativo de 
regulación de la expresión génica. En el modelo de Sciara en que trabajaba, 
observaba que la actividad de ciertos loci quedaba restringida en función de su origen 
materno o paterno (Crouse HV et al, 1971). Las aportaciones iniciales en la materia 
provenían de disciplinas científicas apartadas en la época como biología del desarrollo 
y genética -disciplinas hoy día inseparables. No obstante, todas estas evidencias 
convergían en afirmar que tanto el mantenimiento de los niveles de expresión génica 
durante la vida de un organismo, así como la información transmitida entre 
generaciones, ocurría sin alteración de la secuencia del ADN. Fue Conrad Waddington 
quien acuñó por primera vez el término de epigenética en 1952 (Waddington CH, 
1952). Sus estudios en embriología le llevaron a definir la epigenética como el 
conjunto de procesos que confluyen en la formación de un organismo adulto. Esta 
definición, a pesar de ser poco precisa, sentó las bases para que investigadores, 
pioneros como Hadorn y Goldschmidt, y otros a posteriori, llevasen a la expansión de 
la investigación en este campo (Van Speybroeck L, 2002; Holliday R, 2006; Urnov FD 
and Wolfe P, 2001).  
Los primeros artículos que sugirieron una explicación para el encendido y apagado de 
la actividad génica se publicaron en los años 70. Los trabajos de Riggs por un lado 
(Riggs AD, 1975), y Holliday y Pugh por otro (Holliday R, and Pugh JE. 1975), 
sugirieron cómo los cambios de metilación en el ADN podrían tener efectos directos 
sobre la expresión diferencial de los genes a lo largo del desarrollo. Según apuntaban, 
 las enzimas  responsables de este proceso –denominadas posteriormente ADN metil 
transferasas–, reconocerían secuencias concretas, o serían reclutadas por otras 
proteínas unidas a las secuencias diana; y también serían capaces de reconocer 
sustratos hemi-metilados, de forma que los cambios fuesen transmisibles a lo largo de 
sucesivas divisiones mitóticas. Más adelante, con el avance de la biología molecular, 
se idearon nuevas técnicas de estudio de la metilación del ADN basadas en el uso de 
enzimas de restricción con especificidad diferencial en función de la metilación del 
sustrato –HpaII y MspI (Waalwijk C and Flavell RA, 1978). Paralelamente, se 
descubrió que el análogo de nucleósido 5-azacitidina tenía actividad inhibidora sobre 
las enzimas ADN metil transferasas (Jones PA and Taylor SM, 1980). La aplicación de 
estas nuevas estrategias llevó finalmente a demostrar experimentalmente la influencia 
de la metilación del ADN sobre la actividad génica. 
 
Con la introducción de la técnica de modificación del ADN con bisulfito sódico en 1992 
se abrieron nuevas puertas al estudio de la metilación del ADN (Frommer M et al. 
1992). Este seminal descubrimiento aceleró la investigación en epigenética. Mediante 
la combinación de esta técnica con otras como PCR (Herman JG et al, 1996), 
secuenciación genómica, o plataformas de análisis genómico se ha podido expandir el 
estudio de la epigenética a gran variedad de campos y contextos, habiéndose llegado 
a completar metilomas –secuenciación de todos los nucleótidos metilados de un 
genoma– de organismos superiores (Heyn H et al, 2012; Zhang X et al, 2006), e 
impulsado la secuenciación del epigenoma humano (Jones PA et al, 2008). 
El concepto inicialmente descrito por C Waddington en 1952 marcó los inicios, pero la 
definición ha tenido que ir siendo ampliada conforme se concretaban los procesos y 
sus implicaciones biológicas. La epigenética por tanto se ha definido de forma 
consensuada como el "área de estudio de aquellos rasgos que se heredan de forma 
estable, y surgen de cambios en los cromosomas que no resultan en alteración de la 
secuencia de nucleótidos" (Berger et al, 2008). 
1.2 Procesos y componentes de la maquinaria epigenética 
Existen cuatro componentes esenciales con una importancia clave en la regulación 
génica, el desarrollo y la carcinogénesis: la metilación del DNA, las modificaciones de 
histonas, los micro-ARNs y los complejos remodeladores de la cromatina (Jones & 
Laird, 1999) (Figura 1).  
1.2.1 Metilación del ADN 
 La metilación del ADN consiste en la adición de un grupo metilo a la posición 5' del 
anillo pirimidínico de las citosinas que van seguidas de guaninas -denominados 
nucleótidos CpG. Estos dinucleótidos CpG tienden a concentrarse en la región 
promotora de aproximadamente un 60% de los genes codificantes en humanos, 
configurando las Islas CpG –regiones entre 200-2.000 bases con una proporción de 
CG superior al 50%– y en general se encuentran no metilados en tejidos normales, 
permitiendo la actividad génica cuando los factores de transcripción correspondientes 
están disponibles. La metilación del ADN es el proceso epigenético estudiado en 
mayor profundidad, dada la gran disponibilidad de técnicas para estudiarlo y su 































Figura 1: Componentes de la maquinaria epigenética. La cromatina compactada se asocia con 
silenciamiento transcripcional y está marcada por modificaciones de histonas represivas y metilación del 
ADN, y se mantiene por acción de complejos multiproteicos. La cromatina abierta presenta marcas de 
histonas activadoras, ausencia de metilación del ADN en la región promotora y permite el acceso de 
factores de transcripción. (Adaptado de Marx V, Nature 2012). 
Las enzimas responsables de la metilación del ADN son las ADN metil transferasas 
(DNMTs). Éstas, catalizan la transferencia de un grupo metilo desde la S-adenosil-L-
metionina (SAM) hasta la posición 5' del anillo de la citosina. Los componentes 
principales son las DNMTs-1, 3A y 3B con actividad metilasa y funciones redundantes 
en determinados contextos, y la DNMT-3L que actúa como cofactor de las anteriores. 
La DNMT-1 se ha relacionado con metilación de mantenimiento asociado a la 
replicación del ADN, de manera que se transmitan los mismos patrones a las células 
 hijas. Las DNMT-3A y 3-B están implicadas en los procesos metilación de novo, que 
tiene lugar durante el desarrollo embrionario (Klose RJ y Bird A, 2006), o en 
situaciones patológicas en que ocurre de forma aberrante. La DNMT3L (DNMT3-like), 
carece de actividad metiltransferasa pero está directamente relacionada con la 
represión epigenética al reclutar enzimas desacetilasas de histonas a promotores 
metilados (Aapola U et al, 2002; Deplus R et al, 2002). En sentido contrario, estudios 
publicados en los últimos años han identificado procesos de desmetilación activa del 
ADN, independiente de la replicación, en distintas etapas de desarrollo y asociados a 
progresión tumoral. El proceso de desmetilación activa del ADN implica una cadena de 
reacciones de reparación del ADN catalizadas por la familia de proteínas ten-eleven 
translocation (proteínas Tet) –TET1, TET2 y TET3–, por las que la 5-metil-citosina 
(5mC) se transforma en 5-hidroximetil-citosina (5hmC) (Figura 2) (Tahiliani M et al 
2009). La 5hmC se ha asociado a promotores génicos activos, y presenta niveles 
elevados en células madre embrionarias, que van decayendo conforme aumenta el 
grado de diferenciación (Globisch D et al, 2010; Koh KF et al, 2011; Szwagierczak A et 
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 Figura 2: Dinámica de metilación y desmetilación del ADN. Los patrones de metilación son 
establecidos y mantenidos por las ADN metiltransferasas (DNMTs). La desmetilación del ADN puede ser 
un proceso pasivo asociado a replicación del ADN, o activo mediado por las proteínas TET. Éstas tienen 
la capacidad de oxidar la 5-metilcitosina (5mC) a 5-hidroximetilcitosina (5hmC). La 5hmC se puede 
convertir posteriormente en citosina tras una cadena de reacciones enzimáticas relacionadas con la vía 
de reparación de ADN por escisión de base.  
 Conforme se comprometen los programas transcripcionales en linajes celulares 
específicos, los niveles de TET disminuyen, y descienden los niveles de 5hmC en los 
promotores de estos genes que son silenciados por enzimas metil-transferasas de 
histonas y complejos Polycomb. Paralelo a la represión de los genes de pluripotencia y 
restricción de los linajes celulares, hay programas transcripcionales específicos que 
requieren ser activados. En este respecto, se ha observado hipometilación activa 
independiente de replicación, del gen de la α-actina en mioblastos (Paroush Z et al, 
1990), o de Bdnf IX y Fgf1B en cerebro adulto (Guo JU et al, 2011), coincidiendo con 
su activación transcripcional. 
La metilación del ADN es un proceso normal e imprescindible que ocurre en todos los 
organismos, desde bacterias hasta plantas y animales, desempeñando funciones de 
coordinación transcripcional, replicación y reparación del ADN, tanto en organismos 
adultos como en desarrollo. No obstante, hay gran variabilidad en los patrones de 
metilación del ADN a lo largo de la escala filogenética. Se ha observado que en 
bacterias y hongos, la metilación del ADN desempeña una función protectora contra 
genomas externos invasores. De forma similar, en plantas y mamíferos, las 
secuencias endorretrovirales, elementos transpobnibles (LINEs, SINEs) etc, integrados 
en el genoma hospedador tras siglos de evolución, son hipermetiladas por la 
maquinaria celular para reprimir su expresión (Pablo D et al, 2003).  
En eucariotas, la metilación del ADN es necesaria para el silenciamiento permanente 
de determinados loci –genes imprintados– y cromosomas –inactivación del 
cromosoma X en hembras. También es necesaria para coordinar programas 
transcripcionales en procesos de desarrollo y diferenciación (Reik W et al, 2001). En el 
organismo adulto, la metilación del ADN determina patrones de transcripción tejido-
específicos que confieren "identidad celular": si el código genético individualiza 
biológicamente a un organismo frente a los demás, los procesos epigenéticos 
confieren identidad propia -o fenotipo- a cada tipo celular dentro de un mismo 
organismo. La distribución de 5-metil citosina en el genoma sigue un patrón bimodal, 
según el cual los dinucleótidos CpG incluidos en islas CpG se carecen de metilación, 
mientras que los que se encuentran fuera, están metilados (Figura 3). Esto se 
correlaciona con la actividad transcripcional de los promotores asociados: las islas 
CpG están asociadas a promotores de genes muy activos y evolutivamente 
conservados, mientras que promotores no asociados a islas CpG presentan niveles de 
transcripción más bajos y presentan más variabilidad evolutiva (Bell O et al, 2011; 
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Figura 3: Perfiles de metilación y modificaciones de histonas en promotores génicos. En células 
somáticas, los genes de expresión constitutiva suelen presentar una isla CpG en su región promotora en 
estado no metilado y con presencia modificaciones de histonas (H3K9ac, H3K4me) asociadas a 
activación transcripcional. Los genes cuya transcripción se restringe a determinados tejidos o tipos 
celulares, no suelen estar asociados con islas CpG, y el ADN se encuentra metilado y asociado a marcas 
de histonas represoras (H3K9ac, acetilación de lisina 9 en histona 3; H3K4me, metilación de lisina 4 en 
histona 3; H3K27me3, trimetilación de lisina 27 en histona 3) restringiendo el acceso de la maquinaria de 
transcripción.   
Así como la metilación en la región promotora de los genes codificantes se viene 
estudiando desde hace décadas, y su implicación en la regulación transcripcional ha 
sido caracterizada, la función de la metilación presente en el ADN del cuerpo de los 
genes ha sido poco investigada. Una de las hipótesis propuestas fue la de que la 
metilación intragénica estaría asociada a la represión de transposones localizados en 
intrones, o de promotores génicos secundarios que quedarían silenciados. Estudios 
recientes han observado una correlación positiva entre metilación del ADN del cuerpo 
del gen y expresión génica, tanto en plantas como animales (Feng S et al, 2010; Ball 
MP et al, 2009; Hellman A y Chess A, 2007; Rauch TA et al, 2009). Mientras que la 
hipermetilación del ADN en regiones promotoras reprime la iniciación de la 
transcripción, ésta parece ejercer un efecto sinérgico sobre su elongación (Jones PA, 
1999; Jjingo D et al, 2012), por lo que los cambios de metilación en el cuerpo del gen 
modularían el grado en que un gen es expresado. En este sentido, se ha encontrado 
asociación entre la hipermetilación de islas CpG fuera de promotores, y la activación 
tejido-específica de ciertos genes (Straussman R et al, 2009). En leucemia mieloide 
crónica, se han descrito cambios en la metilación intragénica con correlación positiva y 
negativa con la expresión de los genes afectados, sugiriendo que en función de la 
zona, ésta puede ejercer distintos efectos (Kulis M et al, 2012). No obstante, el 
esclarecimiento del papel de la metilación en regiones intragénicas, su relación con la 
regulación mediada por la metilación diferencial del promotor, y su efecto sobre la 
transcripción génica, son cuestiones que quedan por esclarecer. 
 1.2.2 Modificación post-translacional de histonas y los complejos remodeladores 
de la cromatina 
Las histonas son proteínas altamente conservadas a lo largo de la evolución, 
esenciales para el empaquetamiento del ADN en el núcleo eucariótico. Las histonas 
(H2A, H2B, H3 and H4) conforman un octámero entorno al que se pliega el ADN (146 
pb), constituyendo los nucleosomas. No obstante, lejos de desempeñar una función 
meramente estructural como proteínas empaquetadoras del ADN, los cambios post-
traduccionales que se dan en las histonas tienen repercusión directa sobre la 
conformación de la cromatina, y participan en procesos de reparación del ADN, 
actividad transcripcional, y replicación, entre otros (Figura 4). Estos cambios se dan 
principalmente en las colas amino-terminales que protruyen del octámero, pudiendo 
también modificarse algunos residuos localizados en el núcleo globular, y su 
naturaleza y repercusión funcional es tan variada que se postuló la existencia de un 
código de histonas (Strahl BD y Allis CD, 2000). 
Las modificaciones más estudiadas que se dan en histonas son la acetilación, 
metilación de lisinas y argininas, y fosforilación de serinas. No obstante, hay otras 
modificaciones como ubiquitinación, sumolación, ribosilación o isomerización de 
prolinas que se investigan en relación a su influencia en la dinámica de la cromatina y 
a su efecto sobre la transcripción. En general, las enzimas que llevan a cabo estas 
modificaciones son parte de complejos multiproteicos implicados en regulación de la 
transcripción u otros procesos genómicos. Asimismo, cada una de estas 
modificaciones son resultado del balance entre las enzimas que las adicionan, y las 
que las eliminan (Bannister AJ y Kouzarides T, 2011; Kouzarides T, 2007), y 
desempeñan funciones que afectan directamente a la configuración de la cromatina, o 
bien constituyen señales que son reconocidas por otros complejos.  
La acetilación de histonas la llevan a cabo enzimas acetil transferasas (HATs), 
mientras que su desacetilación resulta de la actividad de enzimas desacetilasas 
(HDACs). Las HATs comprenden tres familias –GNAT, MYST y CBP/p300–, y se 
asocian en complejos multiproteicos para acetilar lisinas, localizadas en distintas 
posiciones de las colas amino-terminales de las ocho proteínas histonas. 
Antagonicamente, las HDACs se clasifican en tres familias –HDA1, Hos3 y sirtuinas–, 
y se encargan de la eliminación de los grupos acetilos. De forma equivalente, la 
metilación resulta del balance entre enzimas metil transferasas (HMTs) de histonas, y 
demetilasas (HDMTs), y de igual modo para el resto de modificaciones descritas. La 
combinación de estas modificaciones –según el aminoácido en que se den, el número 
 de modificaciones por residuo, y sus sinergias o incompatibilidades– condicionan la 
interacción con los complejos proteicos efectores de los que depende la actividad 
transcripcional de los genes afectados (Sterner DE y Berger SL, 2000; Sanchez-Mut 
JV,  et al, 2012) 
Tipo de modificación Residuos modificados Efecto funcional
Acetilación (ac) K-ac Transcripción, Reparación de ADN, Replicación, Condensación
Metilación de lisinas (me) K-me1; K-me2; K-me3 Transcripción, Reparación de ADN
Fosforilación de serinas
y treoninas (ph) S-ph; T-ph
Transcripción, Reparación de ADN; 
Condensación
Ubiquitilación K-ub Transcripción, Reparación de ADN
 
Figura 4: Esquema de modificaciones post-transcripcionales en histonas. Las modificaciones que 
tienen lugar, principalmente, en los extremos amino-terminales de las histonas constituyen elementos de 
reconocimiento para complejos multiproteicos implicados en diversos procesos, y para elementos 
reguladores de la actividad transcripcional. En función de los residuos modificados, de la cantidad y tipo 
de modificación, y del complejo/s que interaccionen con dichas modificaciones, los efectos funcionales 
afectan a multitud de procesos biológicos. (ph, fosforilación; ac, acetilación, ub, ubiquitinación; me, 
metilación). 
En general, la acetilación de lisinas se correlaciona con activación transcripcional, 
debido a su efecto en las interacciones electrostáticas entre histonas y ADN, mientras 
que el proceso contrario se asocia con silenciamiento. La metilación de histonas afecta 
a lisinas –que pueden estar mono-, di- o trimetiladas– y argininas –sujetas a mono- y 
dimetilación simétrica o asimétrica. Esta marca está asociado tanto a activación como 
a represión transcripcional. La trimetilación (me3) de la lisina (K) 9 de la histona H3 
 (H3K9me3), y la di- y trimetilación de H3K27, se asocian con dominios de 
heterocromatina transcripcionalmente inactivos. Por otro lado, la trimetilación de H3K4 
y H3K36, así como la metilación de argininas (R) en posición H4R3 y H3R2, se 
asocian con promotores transcripcionalmente activos. A su vez, la fosforilación de la 
serina 10 de la histona H4 (H4S10P), en combinación con acetilación de H4K16 
promueve la unión del complejo remodelador de la cromatina BRD4 que a su vez 
estimula la elongación de la RNA PolI (Kouzarides T, 2002; Wysocka J et al, 2006; 
Zippo A et al, 2009).  
El compartimento génico en que ocurre la modificación es otro factor determinante en 
su significado funcional. Así, hay ciertas modificaciones asociadas con región 
promotora, inicios de transcripción canónicos o alternativos, enhancer, etc. que 
modulan su actividad, mientras que otras se asocian con límites intrón-exón o cuerpo 
génico, y se relacionan con splicing alternativo o elongación de la transcripción. Las 
mono- y trimetilación de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me, H3K4me3) se localizan en 
inicios de transcripción y enhancers de genes activos (Heintzman et al 2007), 
constituyendo indicadores de acceso para la maquinaria de transcripción; la marca 
H3K79me2 indica presencia de intrones; mientras que la H3K36me3 se encuentra en 
los exones a lo largo del cuerpo génico, y favorece la elongación de la RNA 
polimerasa II y con ello la transcripción génica (Hon G et al, 2009; Hahn MA et al, 
2011; Bannister AJ and Kouzarides T, 2011). 
Los complejos remodeladores de la cromatina son una familia de complejos 
multiproteicos que cambian la configuración de la cromatina regulando la distribución y 
composición de los nucleosomas, y la disposición del ADN sobre los mismos. Se 
compone de cinco miembros, todos ellos con un dominio ATP-asa común necesario 
para obtener la energía desprendida por hidrólisis de ATP. A través de la relajación o 
compactación de la cromatina, estos complejos regulan procesos de transcripción, 
replicación, reparación o recombinación del ADN (Clapier CR y Cairns BR, 2009). El 
reconocimiento de los nucleosomas se produce por interacción entre dominios 
específicos de los complejos remodeladores con marcas concretas en las histonas del 
nucleosoma. El mecanismo por el cual los complejos remodeladores son capaces de 
influir en la dinámica nucleosomal, pasa por una interacción directa con el 
nucleosoma, y la traslocación del ADN mediante la interrupción de los contactos 
histona-nucleosoma. En función de la amplitud del lazo (1-100 pb) y de la actividad del 
complejo remodelador, el nucleosoma se desplazará a lo largo de la doble hélice, se 
creará el espacio suficiente para permitir el intercambio de histonas, o se producirá la 
 eyección del nucleosoma y la consiguiente descompactación de la cromatina (Clapier 
CR y Cairns BR, 2009; Strohner R et al, 2005; Zhang Y et al, 2006) .  
El efecto de los complejos remodeladores sobre la expresión génica está bastante 
restringido a familias de remodeladores. Así, la familia SWI/SNF –BAF, PBAF– está 
principalmente asociada a relajación de la cromatina, mientras que los miembros de 
ISWI actúan tanto compactando la cromatina y reprimendo la transcripción  –CHRAC, 
ACF–, como espaciando los nucleosomas –NURF– y facilitando el acceso de la RNA 
Polimerasa II (RNA Pol II) (Polo SE y Almouzni G, 2006).  
1.2.3 ARNs no codificantes 
El descubrimiento de los micro-ARNs (miRs) abrió la veda en investigación en lo que 
hasta entonces se consideraba el genoma oscuro o no-codificante, y que comprende 
el 90% del genoma. Los miRs se definieron como moléculas de unos 22 bases que 
actúan como reguladores de la expresión génica en eucariotas (He LY y Hannon GJ, 
2004).  
Los miRs se agrupan en familias según su homología de secuencia, especialmente en 
el extremo 5´ del miRNA maduro (Esquela-Kerscher A y Slack FJ, 2006). Hay dos 
tipos de miRs según su localización genómica: los miRs intergénicos, localizados en 
regiones no codificantes, y los intragénicos. Los primeros no están asociados a ningún 
gen y son transcritos por la RNA Pol II a partir de su propio promotor. Los miRs 
intragénicos pueden ser exónicos o intrónicos, y su transcripción depende de la del 
gen en el que se encuentran insertados. Seguido a su transcripción, los pre-miRs 
transcritos han de ser procesados por las enzimas Drosha y Dicer, con actividad 
RNasa, y finalmente transportados al citoplasma donde principalmente desarrollan su 
función.  
Los miRNAs tienen una función bloqueadora sobre la expresión de sus genes diana, 
que se basa en la complementariedad entre el miR y la región 3´ no traducida (3´UTR) 
del mARN (ARN mensajero), dando lugar a la inhibición de la traducción o la 
degradación del mARN (Bartel DP y Chen CZ, 2004). Mediante este mecanismo, los 
miRs controlan cientos de genes implicados en gran variedad de procesos celulares y 
vías de señalización (Bartel DP, 2009). 
Tras el descubrimiento de los miRs se han venido caracterizando muchas otras clases 
de ARNs no codificantes (Esteller M, 2012;Li L, Liu Y, 2011; Lujambio A Lowe SW, 
2012). Éstos varían en su longitud: PIWI-interacting RNAs (piARNs, 24–30 bases), 
small nucleolar RNAs (snoARNs, 60–300 bases), y large intergenic non-coding RNAs 
 (lincARNs, > 200 bases), entre otros. Las funciones que desempeñan y su regulación 
transcripcional comienza a ser elucidada. Notablemente, los lncRNAs se han visto 
implicados en procesos de regulación epigenética mediante el reclutamiento de 
complejos remodeladores de la cromatina a loci específicos. La clasificación de todos 
los nc-ARNs que van surgiendo es complicada dada la gran diversidad estructural, la 
variedad de procesos en que están implicados, y las vías independientes de 
procesamiento y regulación (Esteller M, 2012;Li L, Liu Y, 2011; Lujambio A y Lowe 
SW, 2012). 
1.3 Interacción entre los componentes de la maquinaria epigenética 
Los distintos procesos epigenéticos funcionan de forma coordinada para regular de 
forma precisa la expresión del genoma (Figura 5). Los estudios en el borrado y 
restablecimiento de los patrones epigenéticos en el embrión han permitido descubrir 
un ejemplo de esta relación. Los patrones de metilación del ADN se establecen 
durante el desarrollo embrionario. En concreto, durante el desarrollo preimplantacional 
se produce una onda de desmetilación del ADN y una reorganización de las marcas de 
histonas. Este "formateado" del epigenoma va  seguido de una metilación de novo del 
ADN que se produce después de la implantación del embrión, y que determina el 
patrón epigenético del nuevo individuo. Esta reprogramación epigenética determina la 
pluripotencia celular, los patrones de expresión génica y las fases de desarrollo 
temprano de los linajes celulares en el embrión, (Reik W et al, 2001; Morgan HD et al, 
2005). Estudios recientes apuntan a que los patrones de metilación de la lisina 4 de la 
histona H3 (H3K4me) se establecen antes de que se produzca la metilación de novo 
del ADN y se dan preferencialmente en islas CpG –dirigido por tanto por la secuencia 
del ADN. Esta modificación recluta a su vez enzimas metil transferasas de H3K4, que 
marcan los nucleosomas asociados a islas CpG, mientras que el resto del genoma 
permanecería con H3K4 no metilada. A continuación, las DNMTs 3A y 3B encargadas 
de la metilación de novo del ADN, forman complejos con la DNMT-3L –cofactor sin 
actividad metilasa– que permite la interacción con la histona H3 de los nucleosomas. 
No obstante, la metilación de H3K4 inhibe la interacción de DNMT3L con los 
nucleosomas. En consecuencia, las islas CpG, enriquecidas en H3K4me –entre ellas, 
las asociadas a los genes Oct4, Nanog, Sox2 de pluripotencia– quedan protegidas de 
la actividad metilasa, mientras que el resto de CpGs en el genoma quedarían 
metilados (Ooi S et al, 2007; Guenther MG et al, 2007; Jia D et al, 2007). 
Curiosamente, se ha observado que la gran mayoría de islas CpG del genoma 
marcadas con H3K4me se asocian con inicios de transcripción y con posicionamiento 
de la RNA Pol II, por lo que la protección frente a la ola de metilación de novo del ADN 
 permitiría la transcripción de estas regiones. También se ha asociado el 
mantenimiento de los genes de pluripotencia en estado activo con una presencia 
predominante de 5hmC asociada a la alta expresión de proteínas TET en desarrollo 
embrionario. Es en este momento en que se establece el patrón bimodal de metilación 
del ADN que se conserva a lo largo de sucesivas divisiones celulares: (1) las islas 
CpG asociadas a H3K4me permanecen no metiladas, mientras que (2) la mayor parte 
de regiones del ADN no asociadas a islas CpG pasan a ser metiladas (Costa Y et al, 
2013; Cedar H y Bergman Y, 2012).  
Conforme aumenta el grado de diferenciación, los genes de pluripotencia son 
progresivamente inactivados mediante el reclutamiento de enzimas metil-transferasas 
de histonas, proteínas Polycomb y la maquinaria de metilación del ADN (DNMTs). Por 
un lado, los promotores a partir de los cuales se transcriben son susceptibles de ser 
inactivados por hipermetilación del ADN o adición de marcas represivas en las 
histonas como ocurre en muchos procesos patológicos. Por otro, se han descubierto 
nc-RNAs que dirigen cambios en la conformación de la cromatina, y por tanto en la 
actividad génica. El lincRNA HOTAIR, transcrito a partir del locus de HOXC, 
interacciona de manera simultánea con los complejos PRC2 (polycomb repressive 
complex 2) a través de su extremo 5', y por el extremo 3' con el complejo represor 
CoREST/REST (Lunyak VV et al., 2002; Gupta RA et al, 2010; Rinn JL et al., 2007). La 
interacción de los complejos modificadores de histonas con el lincRNA HOTAIR 
posibilita la represión transcripcional de los genes diana, y sugiere funciones 
adicionales y relaciones aún no descritas entre los distintos reguladores epigenéticos. 
Los genes de desarrollo quedan así reprimidos y comienzan a establecerse los 
patrones de metilación característicos de cada linaje celular que determinarán los 
patrones de expresión específicos de tejido. 
 
Hay también una estrecha coordinación en el establecimiento de modificaciones de 
histonas. Éstas son agregadas o eliminadas por complejos multiproteicos con 
dominios de reconocimientos específicos. El "diálogo" entre las distintas marcas de 
histonas está mediado por la presencia de dominios de reconocimiento de estas 
marcas, en complejos modificadores de histonas. Esto posibilita que ciertas 
modificaciones actúen sinérgicamente o inhiban la adición de otras marcas. Las 
marcas de histonas son también reconocidas por dominios presentes en complejos 
remodeladores de la cromatina, que a su vez modulan la dinámica nucleosomal en 
respuesta a la combinación de modificaciones presentes en las colas de las histonas. 
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Figura 5: Interacción entre los distintos componentes de la maquinaria epigenética. La regulación 
transcripcional está estrechamente controlada mediante la coordinación de los componentes de la 
maquinaria epigenética celular. Todos ellos interaccionan entre sí para determinar la correcta actividad 
génica en distintos tipos celulares y etapas del desarrollo.  
 
Los patrones transcripcionales que se establecen en la célula siguen una estrecha 
regulación espacio-temporal que resulta de la coordinación de los componentes de la 
maquinaria epigenética. La complejidad inherente a la cantidad de elementos 
integrantes, hace que la epigenética en su conjunto sea un área de investigación en 
plena expansión, necesaria para entender tanto los mecanismos que dirigen el 
desarrollo de un organismo como las alteraciones que desencadenan procesos 
patológicos.  
 
2. Epigenética y cáncer 
La alteración de los patrones epigenéticos normales está considerada como una 
característica intrínseca del desarrollo tumoral que se ha observado en todos los tipos 
tumorales estudiados, y afecta prácticamente a todos las rutas de señalización celular. 
Los patrones anormales de modificación de histonas son un rasgo común en cáncer. 
Éstos surgen en estadíos tempranos y se acumulan a lo largo de la progresión, 
considerándose factor informativo de pronóstico de la enfermedad. Los perfiles 
aberrantes de expresión de los ARNs no codificantes (nc-ARNs) también se han 
identificado en cáncer, desempeñando un papel crucial en el fenotipo tumoral dada su 
 función como reguladores de la expresión génica. Finalmente, los cambios en los 
patrones de metilación del ADN se han venido estudiando en mayor profundidad dada 
su importancia en los procesos homeostáticos de las células sanas y la gran 
repercusión que su alteración tiene en el origen y la progresión tumoral.  
2.1 Patrones aberrantes de metilación del ADN 
La inactivación génica como resultado de la metilación aberrante de los promotores 
génicos, recapitula el efecto represivo de mutaciones o deleciones induciendo el 
silenciamiento transcripcional de los genes alterados, y tiene consecuencias cruciales 
cuando los promotores hipermetilados dirigen la expresión de genes supresores 
tumorales. El descubrimiento del silenciamiento epigenético como mecanismo 
extendido de inactivación génica, requirió que la hipótesis de Knudson –son 
necesarias dos mutaciones, two hits, para la inactivación de un gen: una recesiva 
heredada de los progenitores y otra adquirida independientemente durante los 
primeros años de vida– fuese reformulada para incluir la inactivación epigenética como 
second hit (Garinis GA et al, 2002; Esteller M, 2008) 
En cáncer, las lesiones precursoras de tumores presentan ya alteraciones de la 
expresión debidas a cambios en los perfiles epigenéticos (Figura 6), antes incluso de 
exhibir cambios fenotípicos apreciables. En cáncer humano los patrones de metilación 
del ADN cambian drásticamente generando una reprogramación del epigenoma y 
alterando los patrones de expresión. Por un lado se produce la hipermetilación de 
genes supresores tumorales, y por otro se da una ola de hipometilación global del 
ADN que afecta a secuencias repetitivas en dominios de heterocromatina, y elementos 
transponibles y retrovirales integrados en el genoma (Esteller M, 2008; Jones PA, 
2012). Estos cambios estimulan, no solo la transformación y desarrollo temprano de 
neoplasia, sino que se acumulan y fomentan la progresión y metástasis de las células 
tumorales.  
La hipometilación del ADN en cáncer frente a sus tejidos normales fue la primera 
alteración epigenética identificada en cáncer (Feinberg AP y Vogelstein B, 1983). Esta 
pérdida global de metilación se observa en etapas iniciales, e incrementa en paralelo 
al desarrollo del tumor (Figura 6). Los efectos funcionales son principalmente tres: (1) 
reactivación de elementos transponibles: secuencias LINE1 y Alu, hipermetiladas en 
fases embrionarias, se hipometilan y correlacionan con mal pronóstico en diversos 
tipos tumorales; (2) inestabilidad genómica por incremento de la tasa de mutaciones; y 
(3) pérdida de imprinting:  alteración en la metilación del loci imprintado IGF2 es factor 
de riesgo en cáncer de colon (Richard Z et al, 1998; Cui H et al, 2003; Kaneda A y 
 Feinberg AP, 2005). Recientes estudios apuntan a que la hipometilación del ADN 
puede estar también asociada silenciamiento génico debido a la formación de 
dominios de cromatina enriquecidos en marcas de histonas represoras como 
H3K9me3/H3K27me3 (Hon GC et al, 2012).  
La inactivación aberrante de genes supresores tumorales por hipermetilación de sus 
promotores,contribuye al fenotipo tumoral a todos los niveles, ya que afecta a todos los 
procesos que se desregulan en cáncer, incluyendo proliferación celular, adhesión, 
diferenciación y control de ciclo celular, entre otros (Tabla 1) (Hanahan D y Weinberg 
RA, 2000; Esteller, 2008). El gen supresor tumoral retinoblastoma (Rb) fue el primer 
caso descubierto de inactivación génica por hipermetilación del promotor. Desde 
entonces, numerosos estudios han identificado hipermetilación de otros genes 
supresores tumorales clásicos como p16, MGMT, BRCA1, hMLH1 en un amplio panel 
de tipos tumorales (Tabla 1). La caracterización de los patrones de metilación en 
genes candidatos permitió incluso establecer una firma de metilación del ADN que 
distinguía tipos tumorales (Esteller et al, 2001; Costello JF et al, 2000; Paz MF et al, 
2003), y que ha sido ampliada en estudios posteriores con el uso de técnicas de 
análisis genómico (Fernandez AF et al, 2012).  
Nombre del gen Compartimento celular/Proceso afectado Frecuencia de metilación Localización genómica
Cáncer Colorrectal
hM LH1 mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 Núcleo/Reparación del ADN 77% MSI-H CRC 3p21.3
RASSF1A Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1 Citosol/Ciclo celular 45% CCR 3p21.3
DAPK Death-associated protein kinase Citosol/Apoptosis 20-25% AD, 83% CCR 9q34.1
TM EFF2/HPP1
transmembrane protein w ith EGF-like 
and tw o follistatin-like domains 2
Proteínas de membrana/Proliferación celular 63% HP, 66% AD,  
84% CCR
2q32.3
SFRP-2 secreted frizzled-related protein 2 Proteínas de secreción/vía Wnt 83–90% CCR 4q31.3
DKK-1 dickkopf homolog 1 Proteínas de secreción/vía Wnt 13% CCR 10q11.2
GATA-4/-5 GATA binding protein 4/5 Factores de transcripción 70% and 79% CCR 8p23.1-p2 /20q13.33
p14 cyclin-dependent kinase inhibitor 2A Proteína nuclear/Ciclo celular 38% CCR 9p21
p16 cyclin-dependent kinase inhibitor 2A Proteína nuclear/Ciclo celular 32% CCR 9p21
COX-2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 Citoquinas/Inf lamación 14% AD 1q25.2
Cáncer de Mama
CDH13 H-Cadherin Membrana celular/Adhesión celular 33% tumores primarios 16q23.3
RARβ-2 retinoic acid receptor, beta Receptor nuclear/Señalización celular 31% tumores primarios 3p24
ESR1 estrogen receptor 1 Receptor nuclear/Proliferación celular 46% tumores primarios 6q25.1
BRCA1 breast cancer 1, early onset Proteína nuclear/Reparación de ADN 18% tumores primarios 17q21
HIC1 hypermethylated in cancer 1 Factor transcripcional/Proliferación celulart 48% tumores primarios 17p13.3
SFRP2 secreted frizzled-related protein 2 Proteínas de secreción/vía Wnt 83% tumores primarios 4q31.3
Cáncer de Próstata
GSTP1 glutathione S-transferase Citosol/Apoptosis 80-95% AD 20q13.2
LAM A5 laminin, alpha 5
Proteína de secreción/Matriz migración y 
remodelamiento de la matriz extracelular
18-45% tumor primario 20q13.33
RASSF1A Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1 Núcleo-Citosol/Apoptosis y ciclo celular >70% tumor primario 3p21.3
uPA urokinase plasminogen activator
Citosol/Proliferación celular, migración y 
remodelamiento de la matriz extracelular 




SEM A3B semaphorin 3B Proteína de secreción/Apoptosis 41% NSCLC 3p21.3
IGFBP3 insulin-like grow th factor binding protein 3 Proteína nuclear/Supervivencia celular 60% NSCLC 7p14
PAX5 paired box homeotic gene 5 Factor de transcripción/Diferenciación 40-50% AD y SCC 9p13
p16 cyclin-dependent kinase inhibitor 2A Proteína nuclear/Ciclo celular 25-30% NSCLC 9p21
RARβ-2 retinoic acid receptor, beta Receptor nuclear/Señalización celular 40% NSCLC 3p24
Tipo tumoral
AD: Adenocarcinoma; PH: pólipos hiperplásicos; CCR: cáncer colorrectal; MSI: inestabilidad de microsatélites; NSCLC: cáncer de pulmón de célula no-pequeña; SCC: carcinoma de células
 escamosas.  
Tabla 1: Genes frecuentemente inactivados en cáncer por hipermetilación aberrante de su 
promotor.  
 Se ha observado que hay más genes que sufren inactivación por mecanismos 
epigenéticos que por alteraciones genéticas (Herman y Baylin, 2003). A diferencia de 
las mutaciones genéticas, de carácter irreversible, las epimutaciones son 
potencialmente reversibles. En el proceso de metástasis, las alteraciones en 
metilación del ADN descritas son más escasas. Esto se debe a que la investigación se 
ha centrado al estudio de etapas iniciales de formación tumoral, pero también a que 
los epigenomas de los tumores primarios comparten gran similitud con las metástasis 
que originan. No obstante se han identificado incrementos de metilación en 
promotores de genes supresores de metástasis cuya inactivación promueve el fenotipo 
invasivo, y confiere a las células ventajas adaptativas para establecerse en los 
órganos colonizados (Rodenhiser DI et al, 2009; Carmona FJ y Esteller M, 2010). Los 
productos de estos genes son mediadores de adhesión celular, inhibidores de 
proteasas, represores de angiogénesis, y reguladores de proliferación y apoptosis.  
2.2 Alteraciones en los perfiles de modificación de histonas y de expresión de 
RNAs no codificantes en cáncer 
Los defectos en el mantenimiento de las marcas de histonas son un rasgo general del 
desarrollo tumoral, y actúan sinérgicamente con las alteraciones de metilación del 
ADN para promover el fenotipo tumoral (Figura 6). Las alteraciones más estudiadas 
en relación a transformación celular son la desacetilación de histonas y cambios en la 
metilación de diversos residuos. No obstante, en comparación al gran número de 
modificaciones descritas hasta la fecha, sólo unas pocas han sido relacionadas con 
cáncer. 
La pérdida de acetilación en la lisina 16 de la histona H4 (H4K16Ac), así como de 
trimetilación en H4K20, se han descrito en relación a la hipometilación de secuencias 
repetitivas, y fueron las primeras alteraciones descritas en cáncer (Fraga MF et al, 
2005). La bajada de H4K16Ac conlleva una compactación de la cromatina, y se ha 
relacionado con resistencia a quimioterapia (Elsheikh SE et al., 2009; Hajji N et al., 
2010). El desequilibrio en la distribución de estas marcas viene también dado por el 
desbalance que se genera entre sus efectores. La H4K16Ac es promovida de forma 
específica por la enzima hMOF (Gupta A et al, 2008), mientras que la SIRT1 lleva a 
cabo la reacción opuesta. En cáncer de mama y meduloblastoma se ha descrito una 
bajada en los niveles de expresión de hMOF (Pfister S et al, 2008), mientras que la 
expresión de la desacetilasa SIRT1 se ha observado incrementada en cáncer de piel y 
próstata (Huffman DM et al, 2007) promoviendo la supervivencia celular.  
 La trimetilación de H3K9 (H3K9me3) es otra marca característica de dominios de 
heterocromatina, y se ha asociado a la represión génica aberrante en cáncer (Derks S 
et al, 2009). Por otro lado, la acetilación del mismo residuo (H3K9ac) se asocia con 
inicios de transcripción activos puesto que protege al ADN de ser metilado. En cáncer 
de próstata y ovario se ha correlacionado el descenso de H3K9ac con progresión 
tumoral, mientras que el aumento de H3K9me3 se ha observado en otros tipos 
tumorales estudiados (Pogribny IP et al, 2007). Ambas marcas son funcionalmente 
opuestas y exclusivas, ya que es necesario una disminución de H3K9ac para que 
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Figura 6: Defectos epigenéticos en carcinogénesis. En cáncer de colon, paradigma de investigación 
epigenética en cáncer, se han identificado numerosas alteraciones epigenéticas desde lesiones 
premalignas e histológicamente normales, hasta las fases más avanzadas de carcinoma metastásico. 
Defectos en la impronta, hipometilación global del ADN e inactivación transcripcional de genes supresores 
tumorales y de metástasis son alteraciones asociadas a procesos de metilación aberrante del ADN. La 
acumulación de defectos en las modificaciones de las histonas, y en los niveles de ncARNs se han 
caracterizado también a lo largo de la progresión tumoral.  
Por último, además de las modificaciones de histonas existen varias variantes de 
histonas, relacionadas con las que conforman el núcleo globular, pero con 
propiedades distintas que afectan a la conformación del nucleosoma. La variante de 
histona macroH2A (mH2A), variante de la H2, se asocia con represión transcripcional, 
y está implicada en el mantenimiento del silenciamiento del cromosoma X durante el 
 desarrollo embrionario (Costanzi C et al, 2000; Pasque V et al, 2011). En melanoma, 
se ha relacionado la pérdida de expresión de mH2A por hipermetilación de su 
promotor, con una relajación de la cromatina y un efecto pro-metastático como 
consecuencia de la desregulación transcripcional de genes de proliferación e invasión 
(Kapoor A et al, 2011). 
Numerosos trabajos han descrito alteraciones en los patrones de expresión de 
miRNAs y otros RNAs no codificantes (Figura 6). Las causas de esta desregulación 
incluyen amplificación o deleción (Calin G y Croce C, 2006), transactivación 
inapropiada (Dews M et al, 2006), mutación génica (Jazdzewski K et al, 2008), 
inactivación epigenética (Lujambio A et al, 2007), o alteraciones en la maquinaria de 
procesamiento (Melo SA et al, 2009; Melo SA et al, 2010). Teniendo en cuenta la 
amplia red de genes sujetos a regulación por miRNAs, la subida o bajada de niveles 
de expresión de estas moléculas implica una desregulación amplificada de los genes 
diana. Comparando perfiles de miRNAs y mRNAs entre tejidos cancerosos y sus 
normales, se ha observado cambios globales del miRNA-oma con gran repercusión en 
el transcriptoma.  Algunos miRNAs que aparecen más frecuentemente desregulados 
en cáncer que otros, parecen desempeñar funciones importantes para el 
mantenimiento y progresión tumoral. Por ejemplo, el cluster de miR-17~92, está 
amplificado y promueve el desarrollo de linfomas B (Ventura A et al, 2008; Koralov SB 
et al, 2008); la deleción de la familia de miRNAs supresores tumorales let-7  se ha 
documentado en varios tipos de cáncer (Heo I et al, 2008; Newman MA et al, 2008; 
Viswanathan SR et al, 2008); la inactivación de los miR-148a, miR-34b/c, and miR-9 
en tumores primarios por hipermetilación de su región promotora, promueve el 
desarrollo de metástasis (Lujambio A et al, 2008) en diversos tipos tumorales. 
3 Metilación del ADN y metástasis 
El proceso de metástasis consiste en una secuencia de eventos interrelacionados por 
los que las células tumorales adquieren capacidad de invadir los tejidos adyacentes, 
entrar en el torrente circulatorio -sanguíneo o linfático-, y extravasarse en órganos 
distales donde proliferan y forman nuevos focos tumorales (Fidler IJ, 2003; Eccles SA 
y Welch DR, 2007; Carmona FJ y Esteller M, 2011). En las células tumorales, éstas 
capacidades resultan del balance de programas de expresión que favorecen su 
diseminación, y antagónicamente, genes específicos supresores de metástasis cuya 
expresión reprime el fenotipo metastático sin afectar a la capacidad tumorigénica 
(Fidler IJ, 2003; Eccles SA y Welch DR, 2007; Carmona FJ y Esteller M, 2011). 
 La frecuencia de cambios que se producen es menor que en las fases de 
transformación, por lo que los perfiles de metilación aberrante de las metástasis 
reflejan en gran medida los del tumor primario de origen  (Konishi K et al, 2011; 
Fernandez AF et al, 2012). La naturaleza dinámica de las alteraciones epigenéticas 
hace que sean un mecanismo importante en la modulación del fenotipo metastático. 
Se ha documentado hipermetilación aberrante de genes cuyo silenciamiento 
epigenético promueve la pérdida de adhesión celular, favorece la invasión del estroma, 
o permite la evasión de apoptosis, constituyendo un estímulo para el desarrollo de 
metástasis (Tabla 2). La recuperación de su expresión, bien por manipulación genética 
o por tratamiento con agentes demetilantes, reduce la eficiencia invasiva y la 
consiguiente formación de focos metastáticos (Liu CY et al, 2009; Yu J et al, 2010; 
Carmona FJ et al, 2011; Png KJ et al, 2011) . Además de genes codificantes, se han 
identificado microRNAs cuya inactivación tiene efecto funcional sobre el fenotipo 
metastático (Saito Y y Jones PA, 2007; Lujambio A et al, 2008). La inactivación de 
microRNAs por hipermetilación de sus promotores, al igual que ocurre en genes 
supresores tumorales, tiene gran repercusión en el fenotipo celular al estar regulando 
la expresión múltiples genes implicados en diversas vías.  
Gen supresor de metástasis Tipo tumoral Consecuencias funcionales
RUNX3 , runt-related transcription 
factor 3 
Mama, melanoma, vejiga, pulmón Inhibe proliferación e invasión celular
RECK , membrane-anchored 
glycoprotein 
Colon, mama, pulmón Inhibición de angiogénesis por represión de VEGF
CDH1 , epithelial cadherin Múltiples tipos Mediador de adhesión celular, motilidad, proliferación y organización del 
citoesqueleto. La pérdida de expresión se asocia con fenotipo metastático
CDH11 , osteoblast cadherin Melanoma, cabeza y cuello, retinoblastoma Mediador de adhesión celular, motilidad, proliferación, y organización 
del citoesqueleto
CASP8 , caspase 8 Meduloblastoma Molécula pro-apoptótica
KISS , KiSS-1 metastasis-suppressor Mama, melanoma Mediador de adhesión célula-estroma
RKIP , phosphatidylethanolamine-
-binding protein 4
Múltiples tipos Promueve apoptosis e inhibe proliferación y migración celular
TBX5 , T-box transcription factor 5 Colon Inhibe proliferación e invasión celular
EPHB6 , EPH receptor B6 Mama, pulmón Favorece la adhesión celular e inhibe motilidad
BRM S1 , breast cancer metastasis 
suppressor
Mama, melanoma, pulmón, cabeza y cuello Componente del complejo desacetilasa de hitonas mSin3a. Inhibe la expresión 
de genes anti-apoptóticos y promueve el anoikis en células no adheridas a sustrato
M TSS1 , metastasis suppressor 1 Colon, mama, vejiga, hepatocelular Promueve la organización del citoesqueleto para favorecer adhesión celular
DRG-1 , developmentally regulated GTP 
binding protein 1 Colon, mama Implicado en diferenciación, proliferación y control de ciclo celular  
Tabla 2: Genes supresores de metástasis inactivados por hipermetilación de su promotor.  
4. Metilación del ADN en clínica: biomarcadores y farmacoepigenética 
La identificación de signaturas pronósticas en cáncer es una de las metas de la 
oncología clínica. Históricamente, los primeros biomarcadores usados en diagnóstico 
fueron el estado de receptores de hormonas en cáncer de mama (McGuire WL, 1975), 
y las alteraciones cromosómicas observadas en pacientes de leucemia linfocítica 
 crónica (CLL) (Dierlamm J et al, 1997). Con la llegada de las técnicas de análisis 
genómico, se incorporaron los perfiles mutacionales y de expresión génica que se 
emplean con fines diagnósticos (Harbeck N et al, 2010), pronósticos (Salazar R et al, 
2011) o como predictores de respuesta a tratamiento (Barretina J et al, 2012). 
Dado el impacto de las modificaciones epigenéticas en la expresión génica, y la 
consistencia de los patrones de metilación entre tipos tumorales (Esteller M et al 2001; 
Fernandez AF et al 2012), los marcadores basados en perfiles de metilación del ADN 
pasaron a constituir una valiosa herramienta clínica. En cáncer de próstata, la 
hipermetilación del promotor de GSTP1 (glutathione S-transferase) se da en más del 
80% de los pacientes de cáncer de próstata, y su detección en orina sirve para el 
diagnóstico (Esteller M et al, 1998); la inactivación epigenética de MGMT (O-6-
methylguanine-ADN methyltransferase) en pacientes  afectados por glioblastoma 
predice la respuesta a terapia con agentes alquilantes (Esteller M et al, 2000); la 
detección de SEPT9 (septin 9) metilado en sangre es un marcador independiente que 
se encuentra en fase de ensayo clínico para diagnóstico no invasivo de cáncer de 
colon (deVos T et al, 2009), y ha mostrado resultados prometedores para su detección 
en heces (Carmona FJ et al, 2013). Además, los biomarcadores de metilación 
presentan ventajas frente a otros basados en perfiles mutacionales o de expresión. 
Los cambios en la metilación del ADN son estables en el tiempo y no cambian 
rápidamente en respuesta a estímulos externos, mientras que la expresión génica es 
más variable y por tanto menos fiable.  
A diferencia de las mutaciones genéticas, las alteraciones epìgenéticas son 
reversibles, bien en contexto fisiológico, o por tratamiento con fármacos inhibidores de 
las DNMTs o HDACs, permitiendo el restablecimiento de los niveles de expresión 
génica normales.  
Los agentes demetilantes, 5-Azacitidina (Vidaza) y 5-aza-2'deoxicitidina (Dacogen), 
actúan bloqueando la actividad de las DNMTs e interrumpiendo así el mantenimiento 
de los patrones de metilación aberrantes que vuelven a niveles normales tras rondas 
sucesivas de replicación (Robert MF et al, 2003; Beaulieu et al, 2002). Estos 
compuestos han sido aprobados por la FDA (US Food and Drug Administration) en el 
tratamiento de síndrome mielodisplásico, consiguiendo sensibles mejoras en la 
supervivencia de los pacientes. En el tratamiento de tumores sólidos, los agentes 
demetilantes se encuentran en fases de ensayos clínicos, pero estudios preliminares 
apuntan resultados prometedores en pacientes de cáncer de pulmón, mama y colon 
(Issa JP yKantarjian HM, 2009; Juergens RA et al, 2011). Por otro lado, el uso de 
 agentes inhibidores de HDACs como SAHA  (ácido suberoilanilido hidroxámico) o TSA 
(tricostatina A) han demostrado un efecto sinérgico en combinación con agentes 
demetilantes en la reversión de la metilación aberrante de genes supresores 
tumorales, y se están testando para el tratamiento de linfomas cutáneos de células T 





La metástasis es el principal causante de las muertes asociadas a procesos 
neoplásicos, por lo que identificar los mecanismos moleculares implicados es uno de 
los objetivos centrales de la investigación oncológica actual. Las alteraciones 
epigenéticas, y especialmente la metilación aberrante del DNA, se han reconocido 
como eventos característicos de los procesos de transformación maligna, y su 
caracterización ha permitido comprender mejor las bases moleculares del cáncer. No 
obstante, los cambios que se producen en relación a la diseminación metastásica de 
las células tumorales han sido estudiados en menor profundidad.  
Con el avance de las técnicas de análisis genómico se ha incrementado la resolución 
de análisis, a la vez que se han reducido costes y duración de los protocolos. Además, 
estas plataformas permiten el estudio sistemático de todos los elementos codificantes 
del genoma, permitiendo así la identificación de nuevas alteraciones y mecanismos.   
Con todo ello, el objetivo central de esta tesis doctoral ha sido el de investigar las 
alteraciones en los patrones de metilación del DNA que promueven la diseminación 
metastásica de las células tumorales.  
Para llevar esto a cabo, se han empleado distintas plataformas de análisis 
epigenómico persiguiendo los siguientes puntos: 
1. Identificación de genes supresores de metástasis inactivados por 
hipermetilación de su promotor 
 
2. Caracterización de los patrones aberrantes de metilación del DNA en la 
progresión del melanoma 
 





MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Líneas celulares y muestras tumorales humanas empleadas 
1.1. Cultivo de líneas celulares tumorales humanas            
Las líneas celulares humanas de cáncer se crecieron en medio de cultivo DMEM 
(Dulbecco´s modified Eagle´s medium) con 4.5 g/l de glucosa, L-glutamina, y 
suplementado al 10% con suero bovino fetal y un 1% de penicilina/estreptomicina, en 
un incubador humidificado a 37ºC de temperatura y con un 5% de CO2.  
Las líneas celulares pareadas derivadas de tumor primario y metástasis a nódulo 
linfoide, fueron adquiridas de la ATCC (American Type Culture Collection) en el caso 
de las IGR39 e IGR37 (melanoma primario y metastático); y proporcionadas por la Dra 
Suzzanne Eccless (The Institute of Cancer Research, McElwain Laboratories, Sutton, 
UK) en el caso de las SIHN-011A y SIHN-011B (cáncer de cabeza y cuello primario y 
metastático).  
1.2 Relación de muestras tumorales humanas  
En el primer estudio presentado, se obtuvieron 119 muestras de tumores primarios, 
con los tejidos normales correspondientes (n=12), pertenecientes a dos tipos 
tumorales: cabeza y cuello (n=68) y melanoma (n=51). Las muestras fueron 
proporcionadas por el banco de tejidos Biobank HUB-ICO-IDIBELL. 
 
En el segundo trabajo, se reunieron un total de 232 muestras. De éstas, para fase de 
descubrimiento se analizaron 15 tejidos normales, 30 melanomas primarios, y 33 
melanomas metastáticos en tránsito cuyas características están resumidas en la Tabla 
s1 del Anexo 1. Para la fase de validación, se analizaron 33 tejidos normales, 160 
melanomas primarios, y 46 metástasis. Todas las muestras contaban con un registro 
clínico detallado. Las muestras fueron proporcionadas por la Universidad de Maastricht 
(Países Bajos), la Universidad Católica de Lovaina (Bélgica), la Universidad de Lund 
(Suecia), y la Universidad de Uppsala (Suecia). 
 
En todos los casos, las muestras tumorales fueron obtenidas siguiendo los 
procedimientos estandarizados y respetando los códigos éticos correspondientes. 
 
2. Estudio de metilación del ADN 
2.1 Extracción del ADN 
 El protocolo de extracción de ADN se realizó como se detalla a continuación. Se 
recogieron las células adherentes, tras desprenderlas de la placa incubándolas 
5minutos con tripsina (Sigma), y se centrifugaron durante 10 segundos a 4.000 rpm. A 
continuación las células se resuspendieron y lavaron en 2 ml de PBS (Phosphate 
Buffered Saline), se volvieron a centrifugar, y se añadieron 675 µl de Tampón de Lisis 
de DNA (Sacarosa 0,65 M, Tris-HCl 20 mM pH 7,8, MgCl2 (cloruro de magnesio) 
10mM, Tritón X-100 al 2%) por cada muestra. A continuación se añadieron 15 µl de 
Proteinasa K (a 10 mg/ml, Roche) y 20 μl de RNasa (a 10 mg/ml, Qiagen) y se 
incubaron en agitación a 37ºC durante toda la noche.  
 
A continuación, se añadió un volumen de fenol:cloroformo:isoamílico (Qiagen) y se 
mezcló en la noria durante 10 minutos. Las muestras se centrifugaron durante 5 
minutos a 13.000 rpm, recuperando la fase acuosa (500 µl). Se añadió un volumen de 
cloroformo se mezcló por inversión, y se centrifugó nuevamente 5 minutos a 13.000 
rpm. La precipitación del DNA se llevó a cabo añadiendo 0,1 volúmenes de acetato de 
amonio 10M, 1 volúmen de isopropanol absoluto e incubando las muestras durante 3 
horas a -80ºC. Para recuperar el DNA se centrifugó durante 15 minutos a 13.000 rpm. 
El ADN precipitado se lavó 2 veces con etanol al 70% (v/v). Finalmente, las muestras 
se resuspendieron en agua destilada en el volumen apropiado según el precipitado. 
 
2.2 Modificación del ADN con bisulfito sódico 
Para la conversión del ADN se empleó el kit EZ DNA Methylation-Gold (Zymo 
Research) utilizando un protocolo modificado al indicado por el fabricante. La 
preparación de las muestras,  reactivos, y protocolo de purificación se hizo tal como 
recomienda la casa comercial; la reacción de conversión se llevó a cabo según el 
protocolo publicado por Bibikova et al., 2009 según el cual se incuba el ADN durante 
16 h a 50°C en un termociclador, pasando por una etapa de desnaturalización cada 
hora a 95ºC durante 30 s. El ADN convertido (ADN-bs) se eluyó a una concentración 
final de 20 ng/µl. 
 
2.3 Secuenciación genómica del ADN modificado 
Para la fase de amplificación por PCR, se emplea 1 µl del ADN-bs en un volumen de 
reacción final de 25 µl, junto con cebadores específicos a 0,2 μM, tampón 1X de 
Ecostart, MgCl2 a 1,5 mM, dNTP a 0,2 mM, y 1,5 U de Taq polimerasa (Ecostart). Los 
cebadores fueron diseñados con el programa Methyl Primer Express (Applied 
Biosystems), y las condiciones de PCR que se emplearon fueron las siguientes:  
 
 1) 10 minutos a 95ºC 
2) 30 segundos a 95ºC 
3) 30 segundos a XºC (X= temperatura de annealing) 
4) 30 segundos a 72ºC 
Se repitieron los pasos 2, 3 y 4 un total de 40 ciclos 
5) 7 minutos a 72ºC 
6) mantener a 4ºC 
 
Los productos amplificados se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2% 
(agarosa de Conda en TBE (Tris Borato Edta) 0,5 X), usando SYBR Safe como agente 
intercalante, y se extrajeron con el kit QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. 
 
A continuación se clonaron los fragmentos amplificados en el vector pGEM-TEasy 
(Promega). Se utilizaron 5 μl de Rapid Ligation Buffer 2X, 1 μl de enzima DNA ligasa 
T4, 1 μl de vector pGEM-T (50 ng/μl) y 3 μl de inserto (a 8 ng/μl). Cuando la intensidad 
de la banda de DNA es lo suficientemente intensa, se puede utilizar la mitad de las 
cantidades indicadas. La ligación se lleva a cabo durante toda la noche a 4ºC ó 3 
horas a 15ºC. Para calcular la cantidades relativas de vector e inserto se utilizó la 
siguiente fórmula, que viene en las instrucciones del fabricante (Promega):  
 
Ng de inserto= (Ng de vector x kb de inserto x ratio molar inserto/vector)/ kb de vector 
 
El vector ligado se propagó en las bacterias competentes. Para la obtención de 
bacterias competentes, las bacterias Escherichia coli (E. coli) de la cepa NovaBlue 
5α,se crecieron en precultivo en 5 ml de LB (Luria-Bertani). Después se creció 1 ml del 
precultivo en 100 ml de LB, hasta que el cultivo alcanzó una densidad óptica a 600nm 
de 0,2-0,6 (unas 12 horas), de forma que las bacterias estuvieran creciendo en fase 
exponencial. Se centrifugaron las bacterias a 5.000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y se 
resuspendieron en 10 ml de CaCl2 (cloruro cálcico) a 0,1 M frío. Se mezcló bien y se 
dejó en hielo otros 30 minutos. Se añadió glicerol (Invitrogen) para dejarlo al 15% y se 
congeló en alícuotas a -80ºC.  
 
Para transformar las bacterias con el vector se mantuvieron las bacterias competentes 
en contacto con el vector durante 30 minutos a 4ºC.Después se realizó un choque 
térmico durante 1 minuto a 42ºC, para desestabilizar la membrana bacteriana, y otra 
vez, 3 minutos en hielo. Se añadieron 700 μl de LB y se dejó una hora en agitación a 
 37ºC. Después, las bacterias se sembraron en placas de agar-LB. El sistema X-Gal 
del vector permite seleccionar los clones positivos para el inserto según el color de las 
colonias. Las colonias azules contienen el plásmido religado sin el inserto (permitiendo 
la expresión del gen LacZ), mientras que en las blancas positivas, la ligación del 
inserto en el sitio de multiclonaje (MCS) ha interrumpido la secuencia del gen LacZ. 
Para poder hacer esta distinción es necesario que las bacterias se siembren en placas 
con ampicilina (ya que el vector presenta esta resistencia); con IPTG (Isopropyl μ-D-1-
thiogalactopyranoside, de Sigma), que es el inductor de la expresión de LacZ; y X-Gal 
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-d-galactoside, de Sigma), que es el sustrato de LacZ 
y se degrada transformándose en un subproducto azul. Se utilizaron placas de agar-
LB con 50μg/ml de ampicilina; 100 μl de IPTG 100 mM (IPTG 100 mM, 1,2 g de IPTG, 
50 ml de agua), 20 μl de 50 mg/ml de X-gal. Las bacterias se crecieron durante 20 
horas a 37ºC y después se analizaron los clones. 
 
Para ello, se seleccionaron 8-10 colonias positivas (blancas) para cada gen/muestra y 
se crecieron toda la noche a 37ºC en agitación a 500 rpm en medio LB con ampicilina 
(50 μg/ml). Se extrajo el DNA mediante miniprep utilizando el kit Montage Plasmid 
Miniprep 96 (Millipore) que permite hacer las minipreps en placas de 96, siguiendo las 
instrucciones especificadas por el fabricante. 
 
Tras extraer el DNA plasmídico se determinaron los estados de metilación de los 
distintos promotores mediante secuenciación, utilizando un cebador para T7 contenido 
en el vector. La secuenciación automática se llevó a cabo en un secuenciador ABI 377 
(Applied Biosystems) y las secuencias obtenidas se analizaron mediante Sequencing 
Analysis 5.2 (Applied Biosystems). Las secuencias se analizaron por alineamiento 
múltiple mediante el programa BioEdit versión 7.0.8.0. 
 
2.4 PCR específica de metilación 
La PCR específica de metilación (MSP) proporciona información cualitativa del estado 
de metilación de una secuencia concreta. Para ello se utilizaron cebadores específicos 
para ADN modificado, asumiendo los estados metilado y no metilado y que hibridasen 
con varias CpGs. Se diseñaron dos pares de cebadores para cada uno de los genes 
analizados, utilizando el programa Methyl Primer Express. La primera pareja de 
cebadores amplifica una muestra en la que las citosinas seguidas de guanina no se 
encuentran metiladas. Así, la secuencia tras el tratamiento del ADN con bisulfito 
sódico presenta uracilos (que se convierten en timinas tras el primer ciclo de PCR) en 
lugar de las citosinas de la secuencia original. El segundo par de cebadores amplifica 
 la secuencia si las citosinas están metiladas, en cuyo caso las citosinas se 
mantendrían inalteradas tras el tratamiento. Por lo tanto, para cada muestra se 
llevaron a cabo dos reacciones de PCR empleando el mismo ADN molde: una con los 
cebadores complementarios a la secuencia en caso de estar metilada (M: methylated), 
y otra empleando los cebadores complementarios en caso de no estarlo (U: 
unmethylated). Las reacciones se realizaron en un volumen de 15 µl manteniendo la 
estequiometría de la reacción de secuenciación, y empleando las mismas condiciones 
de amplificación, pero reduciéndolo a 35 ciclos. 
 
Como control de funcionamiento de los cebadores methylated se usó ADN metilado in 
vitro (IVD: in vitro methylated DNA) con la enzima metiltransferasa SssI. Para obtener 
IVD se partió de 50 μg de DNA en 220 μl de volumen final de agua y se añadieron 25 
μl de buffer (NE buffer 10 X New England Biolab), 2.5 μl de SAM 32 mM (S-adenosyl-
methyonine, New England Methyonine) y 6,25 μl (25 unidades) de SssI Methylase 
(SssI) 4000 U/ml. Se incubó 4 horas a 37ºC. Al cabo de ese tiempo se añadieron 5 μl 
de SAM 32 mM y 3,1 μl de SssI 4000 U/ml y se incubó otras 4 horas a 37ºC. Para 
purificar el ADN se siguió el protocolo de extracción de ADN explicado anteriormente. 
El ADN metilado se modificó con bisulfito sódico para su posterior uso en la reacciones 
de MSP. Por otro lado, se utilizó ADN de linfocitos normales modificado con bisulfito 
como control de los cebadores unmethylated. La lista de todos los cebadores 
utilizados para las MSPs de los genes estudiados se puede encontrar en la Tabla s2 
del Anexo 1. 
 
 2.5 Pirosecuenciación 
La pirosecuenciación cuantifica de forma directa el estado de metilación de las CGs 
incluidas en fragmentos cortos de DNA amplificado. En una primera fase se amplifica 
la región de interés por PCR, empleando una pareja de cebadores en que uno de ellos 
está biotinilado. Los cebadores se diseñaron con el programa PyroMark Assay Design 
(QIAGEN). Idealmente, éstos no solapan dinucleótidos CG, de manera que la 
amplificación del DNA modificado no sea sesgada. La amplificación se lleva a cabo 
siguiendo la estequiometría establecida (3µl buffer, 3µl dNTPs 2mM, 0,9 µl MgCl2, 0,3 
µl F/R 10 µM, 0,12 µl Taq polimerasa, 20,38 µl agua, por reacción), y manteniendo la 
reacción durante 50 ciclos.  
 
El producto amplificado se emplea para la reacción de pirosecuenciación que se basa 
en la cuantificación del ratio C/T de los nucleótidos CG susceptibles de ser metilados. 
Al producto de reacción se añade sefarosa disuelta en binding buffer de modo que las 
 cadenas que presentan un residuo de biotina en su extremo 5' se unan a la 
estreptoavidina de la superficie de las esferas de sefarosa. Tras fases sucesivas de 
lavado y desnaturalización, las esferas de sefarosa con el DNA unido se mezclan con 
un tercer primer de secuenciación complementario a la hebra molde, y a partir del cual 
se producirá la elongación y cuantificarán los nucleótidos (dNTPs) incorporados. La 
cuantificación se lleva a cabo mediante una cascada de enzimas -DNA polimerasa, 
ATP-sulfurilasa, luciferasa y apirasa- y dos sustratos -adenosina 5' fosfosulfato y 
luciferina- mezclados en la reacción. Cuando un dNTP complementario se incorpora a 
la cadena molde unida a la sefarosa, la DNA polimerasa cataliza su unión produciéndo 
la liberación de pirofosfato (PPi); de esta forma, la cantidad de PPi liberada es 
equimolar a la de dNTP incorporado. La liberación de PPi desencadena la formación 
de ATP por reacción con la adenosina 5', y a su vez la conversión de luciferina en 
oxiluciferina, generando un pulso de luz cuya intensidad es proporcional a la cantidad 
de dNTPs incorporados. Tras cada reacción, la enzima apirasa degrada el ATP y los 
dNTPs no incorporados. La adición consecutiva de dNTPs genera un pirograma. Éste 
representa la dispensación secuencial de dNTPs y la intensidad lumínica asociada que 
permite su cuantificación. Los experimentos de pirosecuenciación se llevaron a cabo 
en el equipo Pyromark Q96 (QIAGEN). La secuencia de los cebadores empleados en 
el estudio de progresión de melanoma cutáneo se encuentra detalla en la Tabla s3 del 
Anexo 1. 
 
2.6 Plataformas de análisis epigenómico 
Para estudiar de forma global el perfil de metilación del ADN en estudio se emplearon 
dos tipos de arrays de metilación comercializados por la empresa Illumina, Inc (San 
Diego, USA): GoldenGate Methylation Cancer Panel I (GoldenGate), y el Infinium 
HumanMethylation450k BeadChip (Infinium 450K). 
 
2.6.1 GoldenGate Methylation Cancer Panel I 
El array GoldenGate cuantifica la metilación de un total de 1.505 loci CpG 
correspondientes a 807 genes. Entre éstos, el 28,6% contienen un CpG por gen, un 
57,3% contienen dos, y un 14,1% contienen tres o más sitios CpG interrogados. Los 
genes seleccionados incluyen oncogenes y genes supresores tumorales, genes 
implicados en reparación del ADN, control de ciclo celular, diferenciación, apoptosis, 
diferenciación e imprinting. Mediante el uso de sondas alelo-específicas y locus-
específicas, se consigue la cuantificación del estado de metilación de los CpG (valor 
β), basado en el ratio de la fluorescencia emitida por un alelo relativa a la suma de las 
señales de los alelos metilados (M) y no metilados (U):  
  
β = [Max(M,0)]/[Max(U,0) + Max(M,0) + 100] 
El valor β es una medida cuantitativa del estado de metilación de CpGs específicos, y 
varía entre 0 (no metilado) y 1 (completamente metilado). El programa Genome Studio 
(Illumina) permite calcular estos valores y revisar los controles internos del proceso de 
hibridación.  
 
Previamente al análisis de los datos, se procedió al filtro de posibles fuentes de 
variabilidad técnica o biológica que pudieran sesgar los resultados. Para evitar sesgo 
debido al sexo, se excluyeron los 84 CpGs correspondientes al cromosoma X, dado 
que las mujeres tienen una de las copias cromosómicas metiladas. Asimismo, se 
compararon los valores de intensidades detectadas frente al umbral de detección, y se 
excluyeron aquellas sondas con un valor de p>0,01 en más del 10% de las muestras. 
 
2.6.2 Infinium HumanMethylation450K BeadChip 
El array Infinium450K modifica la química que emplea la plataforma GoldenGate, e 
incrementa la resolución. Así como la plataforma GoldenGate cuantifica la metilación 
de 1.505 CpGs de 807 genes, el array Ininium450K interroga el estado de metilación 
de más de 450.000 CpGs a lo largo de todo el genoma. Cubre el 96% de las islas CpG 
de todo el genoma, múltiples CpG shores, y CpGs aislados. Además, el 99% de los 
genes anotados en la base de datos NCBI Reference Sequence (RefSeq) están 
cubiertos en todos sus regiones (5'UTR, promotor, cuerpo génico y 3'UTR). 
 
En ambas plataformas, las sondas están clasificadas de acuerdo con su relación a 
Islas CpG, y al gen anotado más cercano. Mientras que el array GoldenGate restringe 
el análisis a la región promotora, el Inifnium450K amplía el espectro de análisis a todos 
los compartimentos génicos. En relación a su posición respecto a las islas CpG, los 
loci se clasifican en tres categorías: (1) loci localizados en el interior de una isla CpG, 
marcados como Island; (2) loci localizados a <2.000 pb de una isla CpG, marcados 
como Shores; y (3) loci situados a más de 2.000 pb de cualquier isla CpG, y marcados 
como distant. En relación a su posición respecto de genes anotados, las sondas se 
clasifican en: (1) dentro del promotor (TSS1500/TSS200), si se localizan en una región 
entre 1.500 pb upstream y el inicio de transcripción; (2) en la región 5'UTR; (3) en el 
interior del gen, o body; (4) en la región 3'UTR; (5) o en regiones intergénicas. 
 
Para analizar el perfil de metilación de ADN utilizando estas plataformas, se requiere 1 
µg de ADN diluido a una concentración de 100 ng/µl. Previo al procesamiento, el ADN 
 se somete a un control de calidad mediante el cual se evalúa la integridad y cantidad 
de ADN de doble cadena contenida en la muestra. La integridad del ADN se evalúa 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,3%. Para medir la cantidad exacta de 
ADN de doble cadena, se emplea el kit Quant-iT™ PicoGreen (Invitrogen) siguiendo 
las especificaciones del fabricante, y cuantificando por fluorimetría con el Qubit 2.0 
(Invitrogen). A continuación comienza el protocolo de conversión e hibridación que 
sigue las recomendaciones y protocolos establecidos por Illumina (Infinium HD Assay, 
Methylation Protocol Guide). 
 
2.6.3 Análisis de datos de arrays de metilación.  
Los datos crudos de intensidad de fluorescencia fueron normalizados empleando el 
programa Genome Stuido (V21010.3, Illumina), empleando normalización por 
controles e incluyendo el filtro corrector de señal de fondo para poder comparar datos 
de hibridaciones realizadas en distintos arrays. Las intensidades normalizadas se 
emplearon para calcular los valores de metilación del DNA (Valores beta, β-val).  
 
Las etapas de marcaje con biotina, hibridación, extensión, modificación con bisulfito 
sódico y de control de calidad, fueron llevadas a cabo según las recomendaciones de 
la casa comercial. Las sondas que no cumplían los niveles mínimos de intensidad, 
indicadas con un P-valor > 0.01, se excluyeron del análisis, al igual que las sondas de 
genotipado (rs) y aquellas que diseñadas en zonas con polimorfismos (SNP) descritos.  
Para su análisis, las muestras son agrupadas en función de su categoría biológica 
(normal, primario, metástasis), y las medianas de sus valores de metilación fueron 
calculadas para cada sonda. Para llevar a cabo las comparaciones entre grupos, se 
calcularon las diferencias entre medianas de metilaciónpor grupos (DGMB), y se 
seleccionaron aquellas que presentaban mayores cambios (DGMB ≥ 0.25). A 
continuación, se aplicaron test pareados de Mann-Whitney con false discovery rate 
(FDR), y se seleccionaron aquellas sondas que presentaban diferencias inter-grupos 
estadísticamente significativas (P-valor < 0.05; DiffScore > ±13). Asimismo, el software 
GenomeStudio permite realizar análisis de metilación diferencial, devolviendo la 
significancia estadística de las comparaciones (DiffScore) y la diferencia media de 
metilación (Delta beta) entre los grupos comparados. 
 
3. Análisis de expresión génica 
3.1 Extracción de ARN 
Para la extracción del RNA se utilizó Trizol (Invitrogen). Se resuspendieron las células 
en 1 ml de Trizol y cada muestra se dejó 5 minutos a temperatura ambiente. Se 
 añadieron 200 μl de cloroformo (Sigma), agitando cuidadosamente durante 15 
segundos, y se dejó a temperatura ambiente durante 3 minutos más. Se centrifugó a 
13.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Se transfirió la fase superior acuosa a un tubo 
nuevo (unos 600 μl). Se añadieron 500 μl de isopropanol (Fluka) al 100% y se dejó 10 
minutos a temperatura ambiente. Se volvió a centrifugar a 13.000 rpm durante 15 min 
a 4ºC, precipitando el RNA, que quedó en el fondo del tubo, formando un precipitado 
de aspecto gelatinoso. Se lavó con 1,5 ml de etanol (Fluka) al 80% (el etanol al 80% 
se preparó con agua libre de RNasas, como el agua con DEPC (dietilpirocarbonato) al 
0.1%). Se agitó con vórtex y se centrifugó a 7.600 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Se 
eliminó con precaución el sobrenadante y se dejó el tubo abierto, a temperatura 
ambiente, durante unos 5 minutos, para evaporar los restos de etanol. Después se 
resuspendió en agua libre de RNasas, en un volumen apropiado (unos 50 μl). 
 
El RNA obtenido se trató con DNasas (Turbo DNA free, de Ambion). Para un volumen 
de 50 μl se añadieron 5 μl de buffer (tampón) Turbo DNase 10X y 1 μl de Turbo 
DNase. Se incubó durante 20-30 minutos a 37ºC. Para inactivar la DNasa se 
añadieron 5 μl de reactivo inactivante y se mezcló bien durante 2 minutos a 
temperatura ambiente. Se centrifugó a 13000 rpm durante 1 minuto, a temperatura 
ambiente, y se transfirió el sobrenadante con el correspondiente RNA a un nuevo tubo. 
 
3.2 Análisis de bases de datos públicas de expresión génica 
Las  bases de datos se descargaron del Gene Expression Omnibus (GEO). Los datos 
fueron normalizados con el método Robust Multi-array Average (RMA), y las 
diferencias de expresión fueron calculadas usando la aplicación Linear Models for 
Microarray Data (limma). Aquellas sondas con cambios de expresión dos veces 
superiores (2-fold) entre la muestra problema y la referencia y con un Q-valor < 0.05 
se consideraron estadísticamente significativas. En el proyecto dedicado a la 
caracterización de alteraciones en la metilación del DNA asociados a progresión de 
melanoma, se empleó la base de datos publicada por Scatolini et al. 
 
3.3 Análisis de expresión génica por RTPCR y q-RTPCR 
Para medir los niveles de expresión de los genes investigados, se usó RT-PCR semi-
cuantitativa y cuantitativa (q-RTPCR). Para la RT-PCR se hizo PCR con los cebadores 
del gen investigado, y cebadores de genes de expresión constitutiva como 
normalizadores de la expresión. La estequiometría de la reacción de amplificación es 
la misma que la empleada en la secuenciación de ADN-bs, utilizando aquí como molde 
 25 ng de cDNA, y 60ºC como temperatura de annealing. Los productos de RT-PCR se 
analizaron en un gel de agarosa al 2% y se visualizaron con luz azul. 
 
Las q-RT-PCR se realizaron en el 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems), en placas de 384 pocillos, empleando el método de cuantificación 
relativa. En la mezcla de reacción, se utilizaron 0,3 μl de cada cebador a 5 μM, 5 μl de 
SYBR Green PCR reaction mix (2X) (Applied Biosystems), y 4,5 μl de cDNA a 10 
ng/μl. Como genes normalizadores, se emplearon HPRT1, PPIA, y RNA18s. El análisis 
de los datos se hizo con el programa SDS 2.4 (Applied Biosystems). La lista de todos 
los cebadores utilizados para las RT-PCRs (cuantitativa y semi-cuantitativa) pueden 
encontrarse en la Tabla s4 del Anexo 1. 
 
4. Análisis de expresión proteica 
4.1 Análisis de expresión proteica por Western-blot 
Para obtener los extractos proteicos, las células se centrifugaron y los precipitados se 
resuspendieron en tampón de lisis RIPA (1x PBS, 1% Nonidet P-40), 0,5% deoxicolato 
sódico, 0,1% SDS) con inhibidor de proteasas Complete (Roche) añadido en el 
momento de la extracción. Tras incubar las muestras 30 minutos en hielo se sonicaron 
5 minutos usando el Bioruptor y manteniendo las muestras en hielo para evitar la 
degradación de las proteínas. Después, las muestras se centrifugaron a 4ºC a 13.000 
rpm durante 20 minutos. El sobrenadante, que contiene el extracto proteico total, fue 
alicuotado y conservado a -80ºC.  
 
La concentración proteica de los extractos se determinó mediante colorimetría 
utilizando el Bio-Rad Protein Assay Kit (BioRad), basado en el método de Bradford 
(Bradford, 1976), que mide la variación de color del reactivo azul brillante de 
Coomassie G-250 (Panreac) (con un máximo de absorbancia de 465 nm a 595nm). Se 
mezclaron 20 μl de proteína con 1ml del reactivo azul brillante de Coomassie diluido y 
se determinó la concentración midiendo la absorbancia a 595 nm. La curva de 
calibración se hizo con diluciones seriadas de BSA (albúmina de suero bovino obovine 
serum albumin), de 0,2 mg/ml a 0,9 mg/ml. 
 
Se fraccionaron 100 μg de extracto proteico total en un gel de acrilamida-SDS (SDS-
PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) siguiendo el 
protocolo descrito (Laemmli, 1970). Los geles de acrilamida se prepararon a un 
porcentaje adecuado según el tamaño de las proteínas analizadas (entre 7,5 y 15%) 
en placas de minigel Xcell SureLock® Mini-Cell (Invitrogen) en un volumen de 10 ml. 
 En primer lugar se preparó un gel separador con acrilamida-bisacrilamida 37,5:1 (Bio-
Rad) al 7,5-15% (p/v), Tris-HCl 0,38M pH 8,8 y SDS 0,1% con persulfato amónico 
(APS, ammonium persulfate, (NH4)2(SO4)2) al 0,1% y N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamida 
(TEMED, BioRad) al 0,01%. Se dejó polimerizar el gel a temperatura ambiente con 1 
ml de isopropanol en la parte superior para evitar la inhibición por oxígeno y la 
formación de burbujas. El isopropanol se retiró, se lavó con agua y se eliminó 
cualquier traza de agua y sobre el gel separador se cargó un gel concentrador con 
acrilamida-bisacrilamida (37,5:1) al 5%, Tris-HCl 0,125 M pH 6,8 y SDS 0,1% al que se 
añadió APS al 0,1% y TEMED al 0,01%. Se colocaron peines de 1 mm de grosor y se 
dejó polimerizar a temperatura ambiente. Las muestras se pusieron a la misma 
concentración y volumen en tampón de carga (Tris-HCl 0,25 M pH 6,8, SDS 6,5%), 
glicerol 25%, 2-β-mercaptoetanol 2 M y azul de bromofenol 0,02% y se 
desnaturalizaron durante 5 minutos a 100ºC. Se cargaron las muestras en el gel, al 
igual que el marcador de peso molecular preteñido (Kaleidoscope prestained, de Bio-
Rad). La electroforesis se llevó a cabo a 25 mA (miliAmperios) en tampón de 
electroforesis (SDS 0,1%, glicina 1,5%) y Tris-HCl 0,125 M pH 6,8). Una vez 
separadas por tamaño, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. 
La transferencia se realizó en una cubeta Mini Trans-Blot (Bio-Rad) durante 1 hora a 
100 V en un tampón de SDS 0,1%, glicina 1,5%, Tris-HCl 0,125 M pH 6,8 y metanol al 
15%. Después, las membranas se bloquearon en leche (DifkoTM) al 5% en PBS con 
Tween 20 (Sigma) al 0,1%. Tras el bloqueo, las membranas se incubaron 2 horas a 
temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario a la dilución 
adecuada en PBS-Tween 0,1% con un 2% de leche. Los anticuerpos utilizados fueron 
CDH11 (32-1700 ZYMED, Invitrogen) y Nucleolina (C-23, Santa Cruz). A continuación, 
y tras lavar la membrana con PBS-Tween 0,1%, las membranas fueron incubadas 
durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con 
peroxidasa, diluido en PBS-Tween 0,1% con 2% de leche, y se lavaron nuevamente 
con PBS-Tween 0,1%. Para la detección de las proteínas unidas a los anticuerpos se 
utilizaron los sistemas de quimioluminiscencia ECL y ECL Plus Western Blotting 
Detection Reagent (Amersham) siguiendo las indicaciones del fabricante y se 
expusieron a películas fotosensibles Ortho CP-G Plus films (Agfa), utilizando un 
intensificador de señal (ReflectionTM Intensifying Screen, DuPont). El revelado de la 
película expuesta se llevó a cabo con los líquidos habituales de revelado y fijación 
fotográfica (Agfa). 
 
4.2 Análisis de expresión proteica por inmunohistoquímica 
 La tinción inmunohistoquímica para CDH11 (MAB1790, R&D Systems), se realizó a 
una dilución de 1:50 sobre secciones de tejido incluido en parafina. Las 
inmunohistoquímicas las realizó la Unidad de Histología Inmunohistoquímica del 
Hospital Universitario de Bellvitge siguiendo protocolos estandarizados de 
inmunotinción. 
 
5. Ensayos funcionales in vitro 
5.1 Tratamiento con fármacos epigenéticos 
Las líneas celulares se trataron con una dosis de 5-aza-2'-desoxicitidina (AZA) (Sigma) 
variable entre 1-5 μM durante 72 horas, con recambio del medio y de la droga cada 24 
horas. Este agente desmetilante revierte el estado de represión transcripcional debido 
a la metilación del ADN, permitiendo la expresión de aquellos genes que se 
encuentran metilados. En algunas ocasiones se combinó con inhibidores de 
desacetilasas de histonas, como la tricostatina-A (TSA) (Sigma), que se añade en las 
últimas 24 horas del tratamiento a una concentración de 250 nM, consiguiendo una 
mayor recuperación de la expresión. 
 
5.2 Transfección con vectores de expresión y de interferencia 
Los vectores de expresión de CDH11 fueron clonados en el laboratorio, mientras que 
los vectores de interferencia por ARN-sh se adquirieron de Origene. Para re-expresar 
CDH11, se amplificó toda la región codificante del tránscrito (ENST00000268603, 
2.391 pb), empleando cebadores específicos y usando como molde ADNc de la línea 
de fibroblastos normales embrionarios MRC5.  El cebador directo (F) contiene el 
fragmento Kozak para que sea reconocido por la DNA polimerasa, y ambos cebadores 
contienen una cola poli-A (8 bases) y las dianas de restricción correspondientes. La 
amplificación se hace con la Phusion enzyme (FINNZYME) que tiene actividad 
correctora de errores, siguiendo las siguientes condiciones: 
 
1) 10 minutos a 95ºC 
2) 30 segundos a 95ºC 
3) 30 segundos a 65ºC  
4) ciclos 1-20 con 1 minuto de extensión a 72ºC 
    ciclos 21-30 con 1,5 minutos de extensión 
    ciclos 31-37 con 2 minutos de extensión 
5) 15 minutos a 72ºC. En esta etapa se añaden dNTPs, y tampón de reacción a razón 
de 2 µl / 100 µl de reacción, y 0,2 µl de enzima de forma que contrarreste la actividad 
exonucleasa.    
 6) mantener a 4ºC 
 
El producto de amplificación se resolvió por electroforesis en un gel de agarosa al 
0,7% a 100V. La banda situada al tamaño esperado se corta y se purifica el ADN. 
De acuerdo con el sitio de clonaje múltiple del vector (MCS), las enzimas de restricción 
para llevar a cabo el clonaje fueron XhoI (Takara), y XmaI (New England Biolabs). 
Cada una requiere un tampón de reacción específico, por lo que el plásmido se cortará 
en dos reacciones independientes.  
 
-Primera digestión: 2 horas a 37ºC 
 
5 µl de vector (4 µg) 
1 µl de Tritón 
1 µl de BSA 10X 
1 µl de tampón de reacción 10X 
2 µl de XhoI (40 U) 
1 µl de agua destilada 
 
-Segunda digestión: 2 horas a 37ºC 
 
10 µl de la primera digestión 
6 µl de BSA 10X 
6 µl de tampón de reacción 10X 
3 µl de XmaI (40 U) 
35 µl de agua destilada 
 
La ligación del vector cortado y el inserto se hace durante la noche (o/n) a 4ºC con la 
enzima T4 ligasa (New England Biolabs, 400.000 U/ µl). 
 
A continuación se transforman bacterias termocompetentes con el producto de 
ligación, siguiendo el protocolo ya mencionado, y se plaquean en placas de agar con 
kanamicina, de forma que únicamente crezcan aquellas bacterias que hayan 
incorporado el vector. 
 
Para comprobar que el clonaje ha ido bien, se establecen tres puntos de control:  
 
 1) PCR directa de colonias. Empleando el cebador F del promotor del vector, y un 
cebador R interno, y usando la misma estequiometría ya mencionada. Como molde, se 
resuspenden 15 colonias en 15 µl de agua, usando 1,5 µl para la PCR. De esta forma 
se asegura que el inserto se haya ligado con el vector, y de que lo haya hecho en el 
sentido correcto. Aquellas colonias que resulten positivas se expanden en cultivo en 
SOC a 37ºC o/n y se hace miniprep.  
 
2) Mapa de restricción. El ADN extraído de las minipreps se digiere con las enzimas 
que se han usado en el clonaje, y se resuelve el producto por electroforesis en un gel 
de agarosa. La obtención de las bandas en los tamaños esperados confirma el 
correcto desarrollo del protocolo. A continuación se hace maxiprep empleando el 
Plasmid Maxi kit (QIAGEN), siguiendo las indicaciones del fabricante, y se purifica el 
vector de expresión listo para su uso. El vector vacío se purificó siguiendo los mismos 
pasos para utilizarlo como control. 
 
3) Secuenciación del inserto. Para comprobar la fidelidad de la amplificación del ADNc, 
se diseñan cebadores internos que permitan la secuenciación de fragmentos de 400 
pb consecutivos y solapantes, desde el principio al final del inserto, descartando así la 
presencia de mutaciones u otras alteraciones en su secuencia. 
 
Los vectores ARN-sh se chequean por secuenciación, de modo que la secuencia 
coincida con la indicada por la casa comercial, utilizando cebadores complementarios 
a la región promotora del vector. Se proporcionaron 4 vectores ARN-sh con actividad 
contra CDH11, y un vector con secuencia no complementaria con ningún tránscrito 
humano y que se usó como vector control. A continuación se hizo maxiprep de cada 
uno por separado y se purificaron. 
 
La transfección de los vectores en las líneas celulares se realizó por electroporación 
en tubos específicos (Bio-Rad). Las condiciones empleadas fueron 0,25 kV/0,95 µF. 
Tras unos segundos, se recupera el producto viscoso y se añade a una placa de  150 
mm con medio atemperado. La selección de las células que hayan incorporado el 
vector se hace añadiendo antibiótico al medio frente al cual confiere resistencia el 
vector. Para seleccionar clones de expresión se empleó G418 a 500 µg/ml durante 2-3 
semanas; y los de silenciamiento con ARN-sh, con puromicina a 1 µg/ml. Los niveles 
de re-expresión y silenciamiento se midieron por western-blot y q-RTPCR, siguiendo 
los protocolos previamente indicados. 
 
 5.3 Ensayos de proliferación celular 
Los niveles de proliferación celular se midieron con el ensayo MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) durante 5 días partiendo de 
1.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos, y contando con media placa por 
condición y día de medición. Para medir la proliferación celular en cada punto, se 
añade 1/10 parte del volumen de MTT a 5 mg/ml, y se incuba durante 3 horas a 37ºC. 
Después se desecha el medio y se sustituye por 100 µl de DMSO (dimetil sulfóxido) 
que disuelve el colorante. El valor de proliferación celular es proporcional a la medida 
por colorimetría a 595 nm. 
 
5.4 Ensayos de formación de colonias 
Este ensayo informa sobre la capacidad tumorigénica de las células. El protocolo 
empleado está basado en el publicado por (Franken NA et al., 2006).  Se sembraron 
1.000 células en placas de 6 pocillos y se mantuvieron en medio de selección durante 
2 semanas. Una vez concluido, las células se fijaron y tiñeron con MTT, y aquellas 
colonias con un diámetro superior a 1 mm fueron cuantificadas con el programa 
GeneSync®. Los experimentos compararon en paralelo la capacidad tumorigénica de 
los clones de expresión y silenciamiento frente a sus respectivos controles, y los 
resultados proceden de réplicas biológicas independientes.  
 
5.5 Ensayos de invasión celular 
Para medir in vitro el potencial invasivo de las líneas celulares se utilizó el kit QCM 
ECMatrix Cell Invasion Assay, 24-well (8 μm) (Millipore) colorimétrico, siguiendo las 
indicaciones del fabricante. Para cada ensayo se cultivaron 200.000 células en la parte 
superior de la cámara, y se mantuvieron durante 48 horas. Pasado este tiempo, las 
células se fijaron y tiñeron con cristal violeta, y se cuantificaron los resultados 
disolviendo el tinte en ácido acético al 10% en agua, y midiendo la absorbancia a 565 
nm. De nuevo, la capacidad invasiva se midió comparando los clones positivos con los 
controles, y aceptando los valores de absorbancia como directamente proporcionales 
al número de células que han sido capaces de degradar el matrigel e invadir a través 
de la membrana de policarbonato. 
 
6 Experimentos con modelos animales 
Con el fin de confirmar los resultados obtenidos in vitro, se llevaron a cabo 
experimentos en ratones desnudos inmunocomprometidos (Harlan Laboratories). Los 
ratones empleados eran machos de 5 semanas que se mantenían de acuerdo con los 
estándares de bioseguridad definidos en los protocolos normalizados del animalario de 
 ICO-IDIBELL, y se manipulaban siguiendo los criterios aprobados por el comité ético 
del centro. 
 
6.1 Inyección subcutánea 
Se inyectaron subcutáneamente 3·106 de células control o transfectadas con el vector 
de expresión o silenciamiento de CDH11, diluidas en 200 μl de PBS, en ambos flancos 
de cada animal (n=8/condición) para estudiar el crecimiento tumoral. Cada 5 días se 
midió la anchura (A) y la longitud (L) del tumor. Los ratones se sacrificaron 21 días 
después de la inyección y se separaron y pesaron los tumores de cada grupo.  
 
5.6.2 Inyección intravenosa 
Para medir el potencial metastático de las líneas celulares manipuladas, se inyectaron 
1,5·106 células control o transfectadas con los vectores de expresión o silenciamiento 
de forma intravenosa (por la vena de la cola), diluidas en 200 μl de PBS (n=12 para 
cada condición). Los ratones se sacrificaron 30 días después de la inyección y se 
estudió la presencia de metástasis hepáticas y pulmonares. La presencia de 
micrometástasis se estudió por tinción con hematoxolina-eosina. 
 
5.6.3 Desarrollo de modelos animales ortotópicos 
Con el fin de analizar el potencial metastático de las células en un modelo que 
recapitulase el entorno fisiológico de las líneas celulares (SIHN-011B, de cáncer de 
cabeza y cuello), se desarrolló un modelo ortotópico de cáncer de cabeza y cuello. Se 
recogieron 200.000 células transfectadas con el vector vacío y el vector de expresión, 
y se inyectaron en la lengua de ratones atímicos nu/nu de 5 semanas (n=15). 
Previamente, los ratones fueron anestesiados por inhalación de isofluorano. Al cabo 
de 15 días los ratones fueron sacrificados. Para visualizar los ganglios se inyectaron 
50 μl de azul de metileno en la lengua, y pasados 20 minutos, éstos quedaban teñidos 
y se extrajeron para su estudio patológico, junto con hígado y pulmones.  
 
6. Análisis bioestadístico 
Para el análisis bioestadístico de los datos se utilizó el programa GraphPad Prism5. 
Para comparar medias se utilizó el test de t-Student (para un n≥10) aplicando 
estadística paramétrica, y de U-Mann Whitney en caso aplicar estadística no 
paramétrica. Para comparar frecuencias se utilizó el test exacto de Fisher.  
  
RESULTADOS 
1. Procesos de inactivación epigenética asociados a metástasis 
1.1 Inactivación transcripcional por hipermetilación del ADN en la progresión 
metastásica de melanoma y cáncer de cabeza y cuello 
Con el fin de identificar aquellos genes cuya inactivación epigenética contribuyese al 
fenotipo invasivo, analizamos los perfiles de metilación de líneas celulares pareadas, 
derivadas de tumor primario y metástasis del mismo paciente. Estas líneas 
representan dos tipos tumorales de gran incidencia: melanoma –líneas IGR39 e 
IGR37–, y cáncer de cabeza y cuello –SIHN011A y SIHN011B.  
 
Los patrones de metilación obtenidos permitieron conocer el estado de metilación de 
1.505 sitios CpG localizados entre -1.500 y +800 bases entorno al inicio de 
transcripción, de 808 genes distribuidos en todos los cromosomas a excepción del 
cromosoma Y. Los genes examinados en el microarray son oncogenes, genes 
supresores tumorales, genes imprintados, y genes implicados en funciones de 
reparación del ADN, control de ciclo celular, metástasis, diferenciación y apoptosis. 
Entre todas las sondas, el 69% (n= 1.044) se localizan en islas CpG canónicas, 
mientras que el 31% restante (n= 461) lo hacen fuera de éstas.  
Un análisis no supervisado de grupos de los perfiles de metilación del ADN obtenidos 
(Figura 7), demostró que cada tipo tumoral presentaba perfiles de metilación 
característicos. Asimismo, quedó patente que las líneas metastásicas son más 
parecidas a los tumores primarios de los que surgieron que entre ellas. No obstante, 
los perfiles de metilación de las líneas metastáticas presentaban diferencias de 
metilación del ADN con respecto a sus respectivos tumores. Analizando cada pareja 
de líneas por separado se identificaron numerosos genes diferencialmente metilados 
asociados a metástasis. Aunque no nos centramos en la caracterización de cambios 
individuales, llevamos a cabo un análisis global de los cambios de metilación 
asociados a la progresión metastásica. Analizando de forma conjunta los eventos de 
hipermetilación del ADN, se identificaron 101 genes con ganancia de metilación 
superior al 50%. Mediante un análisis de ontología génica (GO), se constató la 
hipermetilación de genes implicados en procesos relacionados con control de 
proliferación, apoptosis, adhesión celular y programas de desarrollo (Tabla s5, Anexo 









Sitios CG diferencialmente metilados
< 20% metilación en tumor primario
> 70% en metástasis a nódulo linfático












Figura 7: Selección de genes candidatos mediante análisis no supervisado de los perfiles de 
metilación del ADN. Análisis de los perfiles de metilación del ADN de los 1.505 sitios CG en líneas 
pareadas de tumor primario y metástasis, derivadas de melanoma (IGR39/IGR37) y cáncer de cabeza y 
cuello (SIHN011A/SIHN011B); y selección de genes candidatos.   
 
  
1.2 Silenciamiento transcripcional de CDH11 por hipermetilación de su región 
promotora 
A pesar de que para cada tipo tumoral se encontraron numerosas sondas que 
distinguían cada tumor primario de su metástasis, nos interesaba encontrar genes que 
presentasen un patrón común de inactivación epigenética en las metástasis de ambos 
tipos tumorales (Figura 7). Para la selección de candidatos establecimos criterios: (1) 
sitios CpG con cambios superiores al 50% de metilación entre el tumor primario y la 
metástasis; (2) el cambio afectase al inicio de transcripción (TSS ± 350bp); (3) dicho 
cambio debía darse en ambos modelos (melanoma y cabeza y cuello). La aplicación 
de estos criterios resultó en un único gen codificante: caderina-11 (CDH11). Los datos 
del microarray mostraban que CDH11 presentaba un sitio CpG localizado en la isla 
CpG asociada a su región promotora 5' (en posición -173 pb), que se hipermetilaba en 
las líneas metastáticas IGR37 y SIHN011B pero permanecía no metilado en las del 
tumor primario IGR39 y SIHN011B. Dada la existencia de estudios previos acerca de 
la función de CDH11 en cáncer, decidimos caracterizar funcionalmente los efectos de 
la hipermetilación de su promotor en la progresión metastática (Figura 7).  
 
Para validar los resultados del microarray de metilación, aplicamos secuenciación 
genómica por bisulfito sódico para analizar el promotor de CDH11 en las líneas 
estudiadas. Tal como se esperaba, encontramos elevados niveles de metilación del 
ADN en las líneas metastáticas, IGR37 y SIHN011B, y prevalencia de clones no 
metilados en las líneas de tumor primario, IGR39 y SIHN011A. La presencia de clones 
metilados en ambas líneas primarias nos hizo pensar que éstos podrían ser las 
poblaciones fundadoras de los focos metastáticos. La secuenciación de los tejidos 
normales correspondientes, epitelio oral escamoso y piel sana, así como de linfocitos 
normales, mostró un perfil no metilado de la isla CpG presente en el promotor de 
CDH11 (Figura 8 A).  
 
Para estudiar el efecto del aumento de la metilación del ADN en la isla CpG del 
promotor de CDH11 sobre su actividad transcripcional, medimos los niveles de 
expresión de ARN y proteína por RT-PCR cuantitativa y western blot, respectivamente 
(Figura 8 B).  La expresión de CDH11 resultó indetectable –o a niveles mínimos– en 
las líneas metastáticas con el promotor del gen hipermetilado, mientras que ésta era 
alta y similar en las líneas de tumor primario y los tejidos normales usados como 
control. La conexión funcional entre expresión y metilación quedó reforzada por el 
 empleo de inhibidores de la metilación del ADN; la expresión de caderina-11 quedó 
restablecida a nivel de ARN y proteína al tratar las células metastáticas con el fármaco 


















































































































Figura 8: Silenciamiento transcripcional de Caderina-11 por hipermetilación de su promotor. (A) 
Secuenciación genómica de bisulfito en la región promotora de CDH11 en las líneas y tejidos estudiados. 
Un mínimo de 8 clones se secuenciaron en cada muestra (negro, metilado; blanco, no metilado). Los 
sitios CG están representados por líneas verticales, y la flecha negra marca el inicio de transcripción 
(TSS). La estrella marca la posición de la sonda en el array de metilación. (B) Cuantificación de la 
expresión de CDH11 a nivel ARNm por RT-PCR cuantitativa y proteína mediante Western-blot. Los 
 niveles de expresión representan como media de réplicas independientes y su desviación estándar, y la 
significancia estadística resulta de test de t-Student. 
1.3 El restablecimiento de la expresión de caderina-11 atenúa el fenotipo 
metastásico 
Una vez comprobado el efecto de la hipermetilación del promotor de CDH11 en 
metástasis sobre su expresión, quisimos investigar si este suceso favorece el fenotipo 
metastático in vitro e in vivo. Se transfectaron las células metastáticas SIHN011B con 
un vector de expresión de caderina-11 (pEGFP–IRES–CDH11), y se midió la eficiencia 
de transfección por western-blot (Figura 9 A). A nivel fenotípico, las células 
transfectadas con el vector, SIHN011B-CDH11 presentaron menor tasa de 
proliferación y formación de colonias que las células transfectadas con el vector vacío, 
SIHN011B-Mock (Figura 9 B-C). La capacidad de invasión se vio igualmente reducida 
al recuperar la expresión de CDH11 en la línea metastásica, tal como resultó de los 
experimentos con cámaras Boyden recubiertas con matrigel (Figura 9 D). Para 
evaluar el fenotipo in vivo, se llevaron a cabo varios ensayos en ratones desnudos 
atímicos (Figura 9 E-G). En primer lugar, tres millones de células se inyectaron bajo la 
piel de la espalda, y se comparó el crecimiento tumoral subcutáneo de las células 
SIHN011B-CDH11 y SIHN011B-Mock a lo largo de 30 días. Con el fin de evaluar la 
influencia del nivel de expresión de CDH11 en el fenotipo celular, se seleccionaron dos 
clones don distintos niveles de expresión de la proteína (Figura 9 A)Al finalizar el 
ensayo, los tumores originados por las células transfectadas con caderina-11 
presentaban un menor peso y volumen que los formados por las células control 
(Figura 9 E). Asimismo, evaluamos la capacidad de ambas líneas para formar 
metástasis en nódulos linfáticos utilizando un modelo ortotópico de cáncer de cabeza y 
cuello. Comprobamos que las células SIHN011B-CDH11 inyectadas en la capa 
submucosa de la lengua de los ratones atímicos desarrollaban un menor número de 
metástasis en los nódulos linfáticos adyacentes, en comparación con la línea celular 
control (Figura 9 F). La capacidad de diseminación sistémica se midió por inyección 
intravenosa de las células a través de la vena de la cola. Las células SIHN011B-Mock 
producían numerosos focos metastáticos en los pulmones, mientras que se observaba 
una notable reducción en los experimentos con el mismo número de células 
SIHN011B-CDH11 inyectadas (Figura 9 G), confirmando el papel de la caderina-11 en 
el fenotipo metastático. 
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Figura 9: Capacidad supresora de metástasis de Caderina-11 (A) La secuencia codificante de CDH11 se clonó en un vector pEGFP-IRES de forma estable. Se 
seleccionaron dos clones (SIHN011B #1 y SIHN011B #2) en comparación con el control (Mock). (B) Niveles de proliferación entre los clones de reexpresión de CDH11 y el 
control se determinaron mediante ensayos de MTT. (C) La capacidad tumorogénica se evaluó contando el número de colonias formadas al cabo de dos semanas partiendo de 
1.000 células en placas de 35 mm. (D) La capacidad invasiva se midió en cámaras Boyden recubiertas de Matrigel. Se contaron las células 48 h después de sembrarlas. Las 
imágenes muestran campos representativos de la membrana a magnificación 20X. (E) Los clones de reexpresión de Caderina-11 y con el vector vacío, se inyectaron en los 
flancos de ratones desnudos inmunodeprimidos, y se evaluó su crecimiento a lo largo de 3 semanas. Las imágenes muestran el crecimiento a tiempo final. (F) Evaluación de 
la capacidad metastásica local en un modelo ortotópico de cabeza y cuello. Las flechas marcan los nódulos linfáticos. (G) Evaluación de la capacidad metastásica a pulmón 
tras inyección de los clones y el control por la vena de la cola. Las imágenes muestran secciones de los pulmones teñidos con hematoxilina-eosina; las flechas indican 
presencia de nódulos metastásicos. Valores promediados ± desviación estándar; p-valores test t-Student. 
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1.4 La pérdida de caderina-11 en el tumor primario favorece la progresión 
tumoral 
Así como el restablecimiento de caderina-11 en las líneas metastáticas atenúa el 
fenotipo metastático, su inactivación permanente en las células del tumor primario 
produce el efecto contrario. Para recapitular el efecto del silenciamiento epigenético de 
CDH11 en el tumor primario, transfectamos la línea derivada del tumor primario 
SIHN011A  con vectores de expresión estable de ARN de interferencia (shRNA) contra 
la secuencia de la caderina-11(SIHN011A-57/5) y una secuencia control (SIHN011A-
Scb). Tras confirmar la eficiencia de transfección mediante western-blot (Figura 10 A), 
evaluamos los mismos parámetros que medimos en la línea metastática. Constatamos 
un aumento muy significativo de la proliferación celular in vitro, así como mayor 
capacidad tumorigénica, tal como indicaron los ensayos de MTT y de formación de 
colonias (Figura 10 B-C). Los experimentos de invasión en cámaras Boyden cubiertas 
de matrigel demostraron que las células SIHN011A-57/5 presentaban una mayor 
capacidad invasiva que las SIHN011A-Scb (Figura 10 D), atribuíble al silenciamiento 
de CDH11. 
 
Para corroborar los resultados obtenidos in vitro, trasladamos los ensayos al modelo in 
vivo con ratones atímicos desnudos. Los tumores formados en la espalda de los 
ratones tras la inyección subcutánea de las células SIHN011A-57/5 presentaban un 
mayor volumen que los originados por las células SIHN011A-Scb control (Figura 10 
E). Para evaluar la capacidad diseminación sistémica y formación de metástasis 
distales, medimos la formación de metástasis pulmonares por inyección intravenosa 
de la línea SIHN011A-57/5 frente a su control SIHN011A-Scb (Figura 10 F). La línea 
con caderina-11 silenciada, SIHN011A-57/5, era capaz de generar un mayor número 
de nódulos metastáticos en los pulmones, y de mayor tamaño, que los producidos por 
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Figura 10: El silenciamiento de CDH11 favorece la diseminación metastásica. (A) Eficiencia de 
interferencia de CDH11 medida por western-blot en las células derivadas de tumor primario (SIHN011A-
57/5). (B) Niveles de proliferación entre el clon SIHN011A-57/5 y el control SIHN011A-Scb mediante 
ensayos de MTT. (C) La capacidad tumorogénica se evaluó contando el número de colonias formadas al 
cabo de dos semanas partiendo de 1.000 células en placas de 35 mm. (D) La capacidad invasiva se midió 
en cámaras Boyden recubiertas de Matrigel. Se contaron las células 48 h después de sembrarlas. Las 
imágenes muestran campos representativos de la membrana a magnificación 20X. (E) Crecimiento 
tumoral subcutáneo de las células SIHN011A-57/5 interferidas y el control. Las imágenes muestran el 
crecimiento a tiempo final. (F) Evaluación de la capacidad metastásica a pulmón tras inyección de las 
células  SIHN011A-57/5 y el control SIHN011A-Scb por la vena de la cola. Las imágenes muestran 
secciones de los pulmones teñidos con hematoxilina-eosina; las flechas indican presencia de nódulos 
metastásicos. Valores promediados ± desviación estándar; p-valores test t-Student. 
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1.5 El silenciamiento epigenético de la caderina-11 se observa en pacientes de 
melanoma y cáncer de cabeza y cuello asociado a diseminación metastásica 
La hipermetilación de la isla CpG localizada en el promotor de CDH11 no es una 
característica aislada de las líneas estudiadas. Para valorar la relevancia clínica de 
este fenómeno, analizamos el ADN de muestras primarias procedentes de pacientes 
afectados por los tipos tumorales investigados. En las muestras estudiadas 
observamos hipermetilación del promotor de CDH11 en un 16% (8 de 51) y un 19% 
(13 de 68) de las muestras de cáncer de cabeza y cuello y melanoma, 
respectivamente. No obstante, la evidencia más ilustrativa en relación a la inactivación 
epigenética de CDH11 asociado a metástasis vino al clasificar las muestras en función 
de su estadío: en un 92% (12 de 13, test exacto de Fisher, p = 0.0017) y 88% (7 de 8, 
p = 0.022) de los casos, la hipermetilación de CDH11 se observaba en muestras de 
metástasis a nódulo linfático en los pacientes de cáncer de cabeza y cuello y 
melanoma, respectivamente, ocurriendo en tumor primario en el resto de los casos 
(Figura 11 A). En aquellos casos en que contamos con muestras pareadas, primario y 
metástasis, del mismo paciente, observamos que la hipermetilación de la caderina-11 
se daba prevalentemente en las metástasis y no en el tumor primario (Figura 11 B). Al 
igual que se observaba en las líneas (Figura 8 A), la secuenciación de estos tumores 
primarios evidenció la presencia de clones metilados a partir de los cuales se puedo 
haber originado la metástasis (Figura s1 Anexo 1).  
 
Finalmente, analizamos la expresión de caderina-11 por inmunohistoquímica en 4 de 
los pacientes de cáncer de cabeza y cuello en que se analizó el estado de metilación 
del promotor génico (Figura 11 C). La presencia de hipermetilación del promotor de 
caderina-11 se asoció a pérdida de expresión, mientras que aquellas muestras que 
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Figura 11: La inactivación epigenética de CDH11 ocurre predominantemente en metástasis. (A) El 
análisis por PCR específica de metilación en ADN extraído de muestras de pacientes de melanoma y 
cáncer de cabeza y cuello, indica que CDH11 se hipermetila preferencialmente en metástasis en 
comparación con las muestras de tumor primario, en ambos tipos tumorales, tal como muestran los 
gráficos de sectores. (B) En casos pareados de tumor primario y metástasis a ganglio linfático se observa 
la hipermetilación del promotor de CDH11 en las muestras procedentes de metástasis a ganglios 
linfáticos. (C) Análisis de expresión de CDH11 por inmunohistoquímica en cortes histológicos de los 
pacientes 1-4 de los que se disponía de muestras pareadas. La expresión de CDH11 se pierde en las 
metástasis de los pacientes 2 y 3 (CDH11 hipermetilada en metástasis), mientras que no varía en los 
pacientes 1 y 4. U, no metilado; M, metilado; NL, control de "no metilación " linfocitos normales; IVD, 
"control metilación" ADN metilado in vitro; HNP, tumor primario de cabeza y cuello; HNM, metástasis; MP, 
melanoma primario; MM, melanoma metastásico; PT, tumor primario; LNM, metástasis a ganglio linfático. 
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2. Análisis de las alteraciones en la metilación del ADN en la progresión del 
melanoma cutáneo 
 
2.1 Dinámica de los patrones de metilación del ADN en la progresión del 
melanoma 
Con el fin de ver la distribución de las muestras analizadas en base a sus patrones de 
metilación se realizó un análisis de componentes principales (PCA). Como se observa, 
las muestras benignas se agrupan en su mayoría al margen de las muestras de 
melanomas primarios y metástasis que presentan una mayor heterogeneidad en su 







Figura 12: Análisis de componentes principales de todas las muestras incluidas en el estudio. 
Se aplicó un análisis de Random Forest supervisado en comparaciones dos a dos, con 
el fin de identificar las sondas de metilación con mayor poder discriminatorio entre las 
75 muestras, que permitan identificar los cambios de metilación más consistentes 
entre cada grupo. El agrupamiento de las muestras empleando esta selección de 
sondas evidencia la capacidad de los perfiles de metilación para clasificar las muestras 
en función de su estadío. En la figura se observan tres ramas: la central enriquecida 
en muestras de nevi, y las otras dos en muestras de melanomas primarios y 
metástasis, respectivamente (Figura 13). La muestra clasificada como melanoma que 
se agrupa con las muestras control es un melanoma de estadío temprano y 
crecimiento radial que se desarrolló a partir de un nevus. El mayor grado de mezcla 
entre muestras de melanoma primarios y metástasis, refleja por un lado la 
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heterogeneidad celular característica de este tipo tumoral, y por otro la similitud en los 
perfiles exibidos por los estadíos tumorales (primarios y metástasis). 
 
Figura 13: Análisis de agrupamiento de los pacientes de melanoma estudiados en la fase de 
descubrimiento. Seleccionando aquellas sondas de metilación con mayor poder discriminatorio entre los 
grupos de muestras, se consigue clasificar las muestras en base a las fases de progresión. Las muestras 
(verde, nevi; azul, melanomas primarios; rojo, metástasis ) se disponen en columnas, y las sondas se 
agrupan en filas. Los valores de metilación de cada sonda en cada una de las muestras viene indicado 
por el gradiente entre rojo (metilado) y azul (no metilado).  
Con el fin de profundizar en la heterogeneidad presente en los perfiles de los tumores 
primarios, se hizo un análisis de metilación diferencial no supervisado de los 
melanomas primarios. El análisis estableció dos grupos formado por melanomas cuya 
separación mostraba cierto paralelismo con la profundidad Breslow. Los tumores 
incluídos en este grupo (PT-2) mostraban un índice Breslow superior a 3,5 mm, 
estando los demás (PT-1) por debajo de este umbral. Mediante un análisis 
supervisado de ambos grupos, se identificaron 701 sondas correspondientes a 468 
genes con cambios de metilación entre grupos estadísticamente significativos (p<0.01) 
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y superiores al 25% afectando a la región promotora. Entre éstos, se comprobó una 
mayor incidencia de la hipometilación (76,6% de los cambios) del ADN frente a la 
hipermetilación (23,4%) (Figura s4 en Anexo 1), constituyendo todos ellos marcadores 
de estadíos avanzados en la progresión del melanoma. Entre los que mayor ganancia 
de metilación presentaban se encuentran genes codificantes para proteínas de 
adhesión (cluster de protocaderinas; AMIGO2) (p=  2,1E-15) y con dominios 
"homeobox" (HOXA11, SMX1, EVX2) (p= 5,2E-3). En cambio, los genes con mayores 
pérdidas de metilación en su región promotora están relacionados con percepción 
sensorial (p=1,4E-18) y procesos neurológicos (p=2,1E-14) (Figura s4 en Anexo 1). 
Con el fin de identificar biomarcadores de metilación implicados en la progresión del 
melanoma llevamos a cabo un análisis de metilación diferencial. Las muestras se 
agruparon en nevi, primarios y metástasis, y se calculó el valor mediano de metilación 
para cada sonda en cada uno de los grupos (DGM), y se ejecutó el test de Mann 
Whitney (corrección Benjamini Hochberg (BH); p<0.05)  para identificar aquellos 
cambios entre grupos que fueran superiores al DGM>25% de metilación y 
estadísticamente significativos. Empleando este criterio se identificaron 1.499 sondas 
hipermetiladas pertenecientes a 646 genes entre los nevi benignos y las muestras 
tumorales (primarios y metástasis), localizadas preferencialmente en islas CpG 
(66,1%); y 1.229 sondas hipometiladas referentes a 402 genes, sin asociación 
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Figura 14: Frecuencia de cambios en la metilación del ADN de promotores en las fases de 
progresión del melanoma. La hipermetilación de promotores es predominante en fases iniciales de 
formación del melanoma (77,6%), ocurriendo también en progresión metastática. En términos absolutos,  
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los eventos de hipometilación de promotores son mayoritarios y se dan en mayor frecuencia (72,6%) en 
progresión metastásica. 
Se observó que la ganancia de metilación era más frecuente en la comparación de 
nevi con melanomas primarios, afectando a 559 genes (86,5%). De éstos, 181 genes 
presentaban hipermetilación en su región promotora, y todos ellos se encontraron 
asociados a la presencia de Isla CpG. En progresión metastásica se identificaron 87 
genes con sondas que presentaban ganancia de metilación. De éstos, 35 (40,2%) 
presentaban hipermetilación en su promotor, estando la mitad asociados a isla CpG 
(Figura 14).  
La hipometilación del ADN se vió que afectaba a secuencias de baja densidad en CGs 
y ocurría más frecuentemente fuera de las regiones promotoras (64%), aunque se 
identificaron 145 genes con pérdida de metilación en el promotor, 52 de ellos en la 
transformación a melanoma, y 93 en progresión metastásica. En contraste con la 
hipermetilación aberrante, la pérdida de metilación se observó en mayor frecuencia en 
la progresión metastásica (254 genes) que en la melanomagénesis (148 genes) 
(Figura 15).  
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Figura 15: Distribución de las diferencias de metilación en melanoma. Se identificaron las sondas 
diferencialmente metiladas entre nevi y muestras tumorales, y se clasificaron con base al sentido de 
cambio y al tipo de secuencia afectada. 
 
2.2 Influencia de los cambios de metilación del ADN en la transcripción génica 
Con el fin de evaluar la relevancia funcional de las alteraciones en los patrones de 
metilación previamente descritas, se correlacionaron los cambios observados con 
bases de datos de expresión génica disponibles en el Gene Expression Omnibus 
(GEO), publicadas en Scatolini et al. 2010 (GSE12391), Riker et al 2008 (GSE7553),  y 
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Xu et al 2008 (GSE7956). Los datos crudos de expresión se analizaron y ajustaron por 
el método Benjamini-Hochberg. Aquellos cambios de expresión superiores a dos 
veces el valor de la referencia y con un valor p<0.05 se consideraron significativos. Se 
pudieron atribuir valores de expresión a 918 de los 1.048 genes diferencialmente 
metilados, y se obtuvo una correlación negativa significativamente estadística entre 
cambios de expresión y de metilación para 200 de ellos (20,1%) en al menos una de 
las bases de datos de expresión analizadas. De éstos, 126 genes (12,6%) 
presentaban ganancia de metilación y consiguiente pérdida de expresión, y 74 (7,5%) 
mostraban pérdida de metilación con un aumento asociado de expresión génica. 
 
2.3 Implicaciones funcionales de las alteraciones de metilación de ADN en la 
progresión del melanoma 
Se realizó un análisis de Ontología Génica (GO) empleando la herramienta Database 
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.7, con aquellos 
genes que mostraban cambios de expresión como consecuencia de las alteraciones 
en la metilación de sus promotores. Las categorías funcionales asociadas a la pérdida 
de expresión de los genes hipermetilados convergen en procesos de deasrrollo 
embrionario (HOXA9, HOXA7, EMX2), adhesión (ANXA9, CLDN5, LAMA3)  y 
diferenciación terminal (OVOL1, TBX1). Por otro lado, la sobre-expresión de genes 
como resultado de la pérdida de metilación en sus promotores afecta de manera 
prevalente a procesos de inmunidad (CCR1, CCR7, TLR4, S100A1), e inflamación 
(C1QB, C3AR1, PARAP1, PTPR) (corregido por BH; p<0.05) (Figura 16 A-B).  
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Figura 16: Relevancia funcional de los cambios de metilación del ADN en melanoma. Considerando 
los cambios de metilación que inducen diferencias transcripcionales, se hizo un análisis de ontología 
génica para los genes (A) hipermetilados y con expresión reprimida, y (B) hypometilados y con expresión 
aumentada.   
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2.4 Biomarcadores del metilación con valor diagnóstico 
Las sondas diferencialmente metiladas de manera más consistente entre los nevi y los 
melanomas primarios y metástasis cutáneas se identificaron mediante un análisis 
Random Forest comparando ambos grupos (normal y tumoral). Ambos grupos se 
diferenciaban por los cambios producidos en 25 sondas pertenecientes a 14 genes, 
entre los que se observó frecuentes cambios en los promotores de PAX6, SALL4 y 
PRAME. Con el fin de testar su capacidad diagnóstica para diferenciar nevi benignos 
de melanomas, se calculó el área bajo la curva (AUC). 
 
2.5 Validación de los cambios de metilación del ADN asociados a la progresión 
del melanoma 
A continuación se identificaron genes cuyos cambios de metilación pudieran estar 
ligados a la progresión del melanoma. Los criterios para la selección de genes 
candidatos para su validación atendieron a (i) presentar diferencias superiores a 
DGM≥25% en las comparaciones realizadas entre grupos; y (ii) que los cambios de 
metilación observados estuviesen negativamente correlacionados con cambios en la 
expresión génica de las bases de datos analizadas. Siguiendo estos criterios, 
seleccionamos los genes TFAP2B, HOXA9 y AKT3. Asimismo incluímos el gen 
TWIST1 ya que resultó el candidato con mayor puntuación en nuestra clasificación de 
marcadores, y se detectó  diferencialmente metilado en 4 bases de datos 
independientes de metilación del ADN reanalizadas para este estudio. Se procedió a 
una primera etapa de validación técnica mediante pirosecuenciación con el fin de 
comparar los resultados obtenidos por ambas técnicas. Un análisis de correlación 
comparando los datos obtenidos en el array de metilación y por pirosecuenciación en 
las mismas muestras demostró la utilidad de la técnica empleada para validar los 
resultados, así como la fiabilidad del array de metilación. Los índices de correlación 
entre los datos del array, y de pirosecuenciación para los genes seleccionados fueron 
TFAP2B (r=0.7; p<0.001), HOXA9 (r=0.74; p<0.001), TWIST1 (r=0.65; p<0.001), y 
AKT3 (r=0.7; p<0.001) (Figura s2 en Anexo 1).  
 
Con el fin de evaluar la validez de los resultados obtenidos, los cambios de metilación 
de los candidatos seleccionados fueron cuantificados en cohortes de muestras 
independientes provistas por la Universidad Católica de Leuven (Bélgica) (VC-1), 
Universidad de Maastricht (Países Bajos) (VC-2), Universidad de Uppsala (Suecia) 
(VC-3). Los cambios de metilación observados en la cohorte de descubrimiento 
mantuvieron significancia estadística en al menos una de las cohortes de validación 
examinadas. El gen TWIST1 resultó altamente significativo en las tres cohortes 
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(Kruskal-Wallis (KW); p<0.01); en dos cohortes se mantuvo significativo TFAP2B (KW; 













































Figura 17: Validación de marcadores epigenéticos en la progresión del melanoma cutáneo. 
Mediante pirosecuenciación de los genes seleccioonados en la cohorte de descubrimiento, se validaron 
las diferencias de metilación en tres cohortes (VC-1, VC-2, VC-3) de pacientes independientes.  
 
2.6 La metilación del ADN como factor pronóstico 
Para identificar biomarcadores de metilación con potencial predictivo, se agruparon los 
melanomas primarios de la fase de descubrimiento estableciendo un punto de corte en 
la supervivencia de 4 años, tal como se ha empleado en estudios previos 
(Winnepenickx V et al, 2006). Aquellos pacientes que fallecieron antes se definieron 
como de mal pronóstico, mientras que los que superaron los 4 años tras el diagnóstico 
se denominaron de buen pronóstico. Mediante un análisis Random Forest supervisado 
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se aislaron las sondas con metilación diferencial, estableciendo el punto de corte en 
DGM=25% (BH; p<0.05) entre  ambos grupos (Figura s3 en Anexo 1). Con este 
criterio se identificaron 1.088 sondas, de las cuales 654 correspondían a la región 
promotora de 328 genes. Las sondas identificadas se ordenaron en base a su 
significancia, al número de sondas presentes en cada gen, y a la diferencia entre 
ambos grupos, y se seleccionaron NASS1 (p= 3.84E-05), JMT1 (p= 4.40E-06) y ABM1 
(p= 3.88E-05). Para evaluar su potencial predictivo se pirosecuenció la región 
contenedora de las sondas identificadas en una cohorte independiente compuesta por 
melanomas primarios (n=85) de todos los estadíos (Universidad de Lund, Suecia), y se 
llevaron a cabo análisis de regresión Cox teniendo en cuenta el tiempo de 
supervivencia, el índice Breslow asociado a cada tumor, y la presencia de ulceración. 
En esta cohorte de validación, NASS1 (p<0.001), JMT1 (p<0.01) y ABM1 (p<0.001) se 
validaron como biomarcadores pronósticos de supervivencia a melanoma 
independientes de otros factores pronósticos usados en clínica. Asimismo, mediante 
un análisis de Kaplan-Meier se analizó su capacidad para identificar a los pacientes en 
base a su supervivencia, y el gen JMT1 resultó el candidato cuyo estado de metilación 
tenía mayor poder discriminatorio entre grupos de acuerdo a su supervivencia. Los 
pacientes cuya metilación en la región examinada superase el 30% presentan peor 





Figura 18: Análisis de Kaplan-Meier de supervivencia para el gen JMT1. Mediante un análisis de 
regresión-Cox multivariable con los datos obtenidos en la fase de validación, se ha definido un panel de 
marcadores pronóstico de supervivencia asociada a melanoma, independiente de otros factores como 
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profuncidad Breslow, ulceración o índice mitótico. Entre ellos, el gen JMT1 separa en dos grupos 





El trabajo realizado a lo largo de esta tesis doctoral, ha tenido como objetivo global el 
de estudiar las alteraciones en la metilación del ADN a lo largo de la progresión 
tumoral. Mediante la aplicación de las técnicas más recientes de análisis epigenómico, 
se ha podido extender el panel de alteraciones descritas hasta la fecha. Ello, por un 
lado, ha demostrado la importancia de estudiar la regulación epigenética en cáncer de 
forma integral; y por otro, ha permitido conocer la repercusión que los cambios de 
metilación del ADN tienen en la regulación transcripcional de las células tumorales a lo 
largo de la progresión. A continuación, se discutirán los distintos aspectos abordados 
en este trabajo. 
 
1. Aplicación de técnicas epigenómicas en el estudio del cáncer 
En el estudio de la metilación del ADN en tejido normal y tumoral, se han venido 
aplicando diversas estrategias. Hasta hace poco, la mayor parte de estudios se 
dirigían a analizar genes cuya implicación en los mecanismos de patogénesis se 
conocía, y especialmente aquellos en que se había detectado cambios en expresión 
sin alteración genética asociada (Herman JG y Baylin SB, 2003). Mediante esta 
estrategia de "gen-candidato" se ha llegado a identificar un gran número de genes 
silenciados por hipermetilación aberrante de su promotor en cáncer (Tablas 1-2). Los 
primeras aproximaciones globales al estudio de las alteraciones de la metilación del 
ADN consistieron en métodos basados en el uso de enzimas de restricción. Técnicas 
como Restriction Landmark Genomic Scanning (RLGS), Differential Methylation 
Hybridization (DMH), o Amplification of Intermethylated Sites (AIMS) se basaban en el 
uso de enzimas de restricción con distinta actividad de corte para citosinas según su 
estado de metilación, y permitieron comparar los patrones de metilación globales de 
distintos tipos celulares o estadíos de la enfermedad. Sin embargo, estas 
metodologías conllevaban laboriosos protocolos; sesgos procedentes de la distinta 
eficiencia de amplificación génica o la restricción completa de las secuencias diana; 
así como una limitación en las secuencias susceptibles de ser analizadas debido a la 
actividad de las enzimas de restricción. A pesar de todo, estas ingeniosas 
aproximaciones permitieron identificar nuevos genes alterados en cáncer, y conocer el 
alcance de las alteraciones epigenéticas en cáncer  (Smiraglia DJ et al, 2001; Lewin J 
et al, 2007; Frigola J et al, 2005). 
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La combinación de análisis de expresión globales con el desenmascaramiento 
farmacológico de los genes reprimidos por hipermetilación aberrante usando el 
análogo de deoxicitidina 5-aza-2'-deoxicitidina (5-aza) o la tricostatina A (TSA), 
demostraron gran utilidad en la identificación de nuevas alteraciones epigenéticas en 
cáncer (Figura 19) (Lujambio A te al, 2008; Lind GE et al, 2006; Suzuki H et al, 2002; 
Yamashita K et al, 2002). Dos trabajos publicados en 2.002 (Yamashita K et al, 2002; 
Suzuki H et al, 2002) aplicaron esta aproximación, en combinación con arrays de 
expresión antes y después de los tratamientos, al estudio de las alteraciones 
epigenéticas en cáncer de esófago y colon. Este ingenioso método abrió las puertas a 
la identificación de genes supresores tumorales alterados epigenéticamente, evitando 
las laboriosas etapas de localización, clonaje y caracterización de los genes de interés. 
No obstante, dos de los aspectos más importantes que reflejaron fueron, por un lado, 
la utilidad de los modelos celulares para identificar alteraciones clínicamente 
relevantes; y por otro, la profunda implicación de los procesos de inactivación 
epigenética en procesos neoplásicos, tal como se confirmó en estudios posteriores 
empleando esta estrategia  (Lind GE et al, 2006; Yamashita K et al, 2002; Yamashita K 
et al, 2006; Lujambio A et al, 2008) (Tablas 1-2). El desenmascaramiento genético de 
genes silenciados por hipermetilación de su promotor expandió el catálogo de 
alteraciones epigenéticas en cáncer (Figura 19). Esto incluyó la disrupción de las dos 
principales DNMTs (DNMT1 y DNMT3B) en la línea celular de cáncer de colon Hct-116 
(Rhee I et al, 2002), o la inhibición de las proteínas MBD de unión a ADN metilado 
(Lopez-Serra L et al, 2008), que producían una reversión de muchos procesos de 
silenciamiento epigenético y, en combinación con plataformas de expresión génica, 
permitieron identificar nuevas vías de señalización alteradas. La aplicación de estas 
estrategias basadas en el aprovechamiento de la plasticidad de la metilación del ADN, 
impulsaron la investigación epigenética en cáncer. 
 
En los últimos años los avances tecnológicos han permitido desarrollar técnicas de 
análisis (epi-)genómico, sistemático y de gran resolución. El primer array de metilación 
apareció en 2005, permitiendo cuantificar la metilación en 1.505 CpGs en la región 
promotora de un panel de genes seleccionado por su implicación en cáncer, o en 
procesos relacionados (ciclo celular, apoptosis, adhesión celular, etc). Esta plataforma 
se empleó en el trabajo aquí presentado, en combinación con modelos in vitro de 
progresión metastásica, para identificar de forma directa los cambios de metilación en 
la diseminación de células cancerosas (Carmona FJ et al, 2012), y ha sido usada en 
otros estudios para analizar de forma global la dinámica de los cambios de metilación 
del ADN en cáncer (Fernandez AF et al, 2011). Frente a estrategias usadas 
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anteriormente, estas plataformas han permitido reducir los costes, simplificar el 
análisis, y cuantificar de forma directa y sistemática la metilación del ADN en distintos 
contextos experimentales. Posteriormente, versiones mejoradas de esta plataforma 
han incrementado la resolución sin aumentar por ello la dificultad de análisis, 
constituyendo una herramienta de fácil aplicación y gran reproducibilidad (Sandoval J 
et al, 2011). Concretamente, los datos del array de metilación obtenidos en este 
estudio han mostrado un significante índice de correlación con la validación técnica por 
pirosecuenciación, demostrando la fiabilidad de los datos (Figura s2 en Anexo 1). 
Asimismo, los estudios realizados con líneas celulares como modelos de progresión 
han demostrado un alto solapamiento con las alteraciones presentes en pacientes, 
confirmando su validez como herramientas para la investigación en cáncer y la 
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Figura 19: Estrategias de desenmascaramiento genético y farmacológico. Mediante el tratamiento 
con fármacos epigenéticos, o la inactivación de la maquinaria de metilación, se consigue eliminar gran 
parte de los patrones aberrantes de metilación del ADN en líneas celulares tumorales. Mediante la 
comparación de los patrones de expresión génica de la línea salvaje, la línea modificada, y teniendo como 
referencia los niveles de expresión en tejido sano, se identifican genes candidatos cuyos cambios de 
expresión puedan deberse a procesos de metilación aberrante. Aquellos genes cuya expresión se pierda 
entre tejido normal y la línea tumoral (flecha bidireccional roja), y se recuperen tras el tratamiento a 
niveles equiparables al tejido normal (flecha bidireccional verde) son candidatos a ser inactivados por 
hipermetilación de su región promotora. 
 
Por último, se están comenzando a aplicar técnicas de secuenciación genómica 
masiva sobre ADN modificado por bisulfito. Esto está permitiendo cuantificar los 
niveles de metilación del ADN de todo el genoma, tanto humano como de otros 
organismos, en distintos modelos experimentales y contextos patológicos. Estudios 
  76 
pioneros empleando esta aproximación han aportado importantes descubrimientos 
sobre la dinámica de metilación del ADN en que apuntan a nuevas funciones que las 
inicialmente descritas (Laurent L et al, 2010; Berman BP et al, 2011; Heyn H et al, 
2012b), y permiten estudiar la dinámica de metilación del ADN fuera de los promotores 
e islas CpG, Conforme los costes asociados a la secuenciación genómica se 
reduzcan, y se optimicen y sistematicen los protocolos de análisis, esta estrategia se 
podrá aplicar de forma rutinaria tanto a nivel experimental, como en clínica para la 
evaluación de respuesta a terapia, recaída, pronóstico, etc, y permitirá aproximar de 
manera más certera el impacto de la regulación epigenética en cáncer. 
 
2. Regulación epigenética del fenotipo metastásico 
Hasta la fecha, los estudios que han investigado la contribución de las alteraciones 
epigenéticas al proceso de metástasis se han centrado en estudiar cambios de 
metilación en los promotores de genes candidatos en tipos tumorales concretos. Esta 
inactivación génica resulta en una ventaja adaptativa para la célula, que le permite 
escapar del foco tumoral primario e iniciar la cascada metastásica. El ejemplo más 
ilustrativo es el de la caderina-1 (CDH1). Las mutaciones germinales en el gen de la 
caderina-1 son causantes de las formas hereditarias de cáncer gástrico, mientras que 
las mutaciones somáticas se asocian a cáncer de mama. No obstante, el mecanismo 
predominante de inactivación de CDH1 es epigenético mediante la hipermetilación del 
ADN de su promotor (Graff JR et al, 1995; Yoshiura K et al, 1995). De hecho, se ha 
comprobado que la inactivación epigenética es el mecanismo más conveniente de 
inactivación de genes supresores de metástasis para las células tumorales dada su 
naturaleza reversible. Se ha descrito la inactivación epigenética de CDH1 en tumores 
primarios cuyas metástasis pareadas mostraban reexpresión transcripcional a causa 
de la desmetilación de su promotor, sugiriendo que la reversión del fenotipo 
mesenquimal es necesario para el establecimiento y desarrollo de focos tumorales 
metastásicos en el órgano diana (Graff JR et al, 2000; Chao YL et al, 2010). 
 
En general, los genes supresores de metástasis inactivados por hipermetilación de su 
región promotora pertenecen a vías de adhesión celular (CDH1, PCDH8, CD9), genes 
implicados apoptosis y control de la proliferación (NRDG1, EPHA7, NM23-H1), 
inhibidores de proteinasas (TIMP3, TFPI2), trombospondinas (THBS1, ADAMTS12) y 
lamininas (LAMA3, LAMA4). No obstante, la hipermetilación de genes en relación a 
desarrollo metastásico no se ha abordado de forma comprensiva.  
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Uno de los objetivos de esta tesis doctoral pretendía acometer esta tarea mediante el 
uso de plataformas de screening de metilación en modelos celulares. Por tanto, 
mediante la comparación de líneas pareadas de tumor primario y metástasis 
procedentes de distintos tipos tumorales, perseguíamos identificar alteraciones 
inherentes al proceso de metástasis comunes a los tipos tumorales estudiados. En 
general las alteraciones identificadas en las líneas celulares tumorales son 
consistentes al trasladar los resultados a pacientes. Además, el empleo de líneas 
pareadas procedentes de distintas fases de progresión tumoral del mismo paciente 
constituyó una valiosa herramienta ya que se eliminó la variación inter-individual.  
La intersección de los patrones de metilación de ambos tipos tumorales resultó en la 
selección de un único candidato: caderina-11 (OB-caderina). Esto resultó esperable 
debido, por un lado, a que los patrones de metilación están ampliamente determinados 
por los perfiles específicos de tejido a partir de los cuales se desarrolla un tumor 
(Esteller M et al, 2001; Fernandez AF et al, 2011), y a que la plataforma de metilación 
empleada restringe el análisis a 808 genes cuya función se haya relacionado con 
cáncer (Bibikova M et al, 2006). Con todo ello profundizamos en la caracterización de 
CDH11 en el fenotipo metastásico. 
La caderina-11 es una proteína integral de membrana que establece uniones 
homofílicas con células adyacentes a través de su dominio extracelular. Su implicación 
en metástasis se había estudiado previamente, aunque las funciones asignadas 
variaban según el tipo tumoral estudiado, sugiriendo que los componentes de la familia 
de las caderinas pueden contribuir de distinta forma al fenotipo en función del tipo 
celular (Van Marck V et al, 2011). Así, la expresión de CDH11 en células tumorales de 
mama y próstata -ambos con un importante tropismo metastásico a hueso-, parece 
estimular la metástasis debido a la afinidad de unión por los osteoblastos que 
expresan niveles altos de esta proteína (Pishvaian MJ et al, 1999; Li Z et al, 2008; 
Huang CF et al 2010). Sin embargo, en otros tipos tumorales como retinoblastoma u 
osteosarcoma, se ha observado un efecto opuesto por el cual la pérdida de caderina-
11 se asocia con fenotipos más invasivos, o su reexpresión reduce la incidencia de 
metástasis pulmonares (Marchong MN et al, 2010; Kashima T et al, 2003; Nakajima G 
et al, 2008). En nuestro modelo de estudio, el silenciamiento de CDH11 correlaciona 
con el fenotipo metastásico, tal como hemos demostrado experimentalmente y han 
corroborado otros estudios (Gao L et al, 2013; Mueller DW et al, 2011), y resultados 
obtenidos en esta tesis mediante un abordaje experimental independiente. 
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Las conclusiones derivadas de estos resultados indican que CDH11 se comporta de 
manera similar a como lo hacen otros miembros de la misma familia, cuya inactivación 
contribuye a exacerbar el fenotipo tumoral. El ejemplo más conocido es el ya 
mencionado caso de la caderina-1 en la transición epitelio-mesénquima por la cual se 
sustituye su expresión por la de caderinas mesenquimales como las caderinas -N 
(CDH2) u -OB (CDH11). En este sentido conviene destacar que CDH11, a pesar de 
ser una caderina propia de células tumorales mesenquimales, su expresión no 
favorece la diseminación de las células tumorales, sino que contribuiría a su 
contención asegurando con su expresión la adhesión intercelular. Otro mecanismo 
supresor que estaría desempeñando la caderina-11, sería el de estabilizar la 
localización de beta-catenina en la membrana celular. Estudios previos han 
demostrado una interacción directa entre el dominio citoplasmático de CDH11 y beta-
catenina (Kawaguchi J et al, 1999), por la cual se reducirían los efectos antiapoptóticos 
ejercidos por la vía Wnt/Be-ta-catenina (Marchong MN et al, 2010). Los resultados 
obtenidos sugieren por tanto que el silenciamiento epigenético de CDH11 facilita la 
disgregación de las células tumorales mediante la disolución de las uniones 
intercelulares, y facilitando su diseminación por el torrente circulatorio.  
Con el fin de evaluar el impacto clínico de la inactivación de la caderina-11, 
examinamos muestras de tumor primario y metástasis a nódulo linfático de pacientes 
afectados por los tipos tumorales aquí estudiados. Notablemente, encontramos que 
esta alteración estaba significativamente asociada al desarrollo de metástasis, 
pudiendo constituir un marcador indicativo de progresión tumoral en estos tipos 
tumorales de gran incidencia y mal pronóstico (Figura 11). 
3. Patrones de metilación en la progresión del melanoma cutáneo 
El melanoma cutáneo es, de entre los tipos tumorales de mayor incidencia según las 
estadísticas, la neoplasia menos estudiada desde el punto de vista epigenético. 
Numerosos procesos de inactivación epigenética se han identificado empleando 
estrategias gen-candidato, o plataformas de análisis epigenómico de baja resolución. 
A pesar de las contribuciones de estos estudios, hasta la fecha no se había realizado 
un estudio comprensivo de los cambios de metilación del ADN, comparando las 
distintas etapas de progresión en arrays de metilación de alta resolución y permitiendo 
establecer la cronología en que se dan dichas alteraciones.  
En el estudio desarrollado se ha llevado a cabo (i) un análisis global de los patrones de 
metilación en muestras de pacientes representativas de todas las etapas de 
progresión tumoral; (ii) la correlación de los cambios de metilación observados con 
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perfiles de expresión génica, para conocer la relevancia funcional de las alteraciones 
identificadas; y (iii) se ha evaluado la solidez de los resultados obtenidos, mediante 
validación en cohortes clínicas independientes.  
En primer lugar se investigaron los cambios de metilación asociados a la etapa de 
melanomagénesis, mediante la comparación de los perfiles exhibidos por los nevi 
benignos y los melanoma primarios. Tal como se ha comprobado en otros tipos 
tumorales, hay numerosos eventos de hipermetilación aberrante que produce la 
inactivación transcripcional de los genes afectados. De acuerdo con estudios previos, 
validamos la hipermetilación de genes del complejo mayor de histocompatibilidad 
(familia HLA) (Serrano A et al, 2001); SOCS-1 y -2, implicados en la señalización de la 
vía JAK/STAT3; los componentes de la familia de receptores de necrosis tumoral 
TNFRSF-10C y -10D (Liu S et al, 2008); y componentes de la familia de genes AP2, 
que desempeñan importantes funciones en el desarrollo de la epidermis (Karjalainen 
JM et al, 1998).  Los eventos de hipermetilación identificados en este punto ocurrían 
prevalentemente en zonas de alta densidad de CGs -islas CpG-, y asociados 
significativamente con regiones reguladoras de la transcripción.  
Asimismo se identificaron procesos de pérdida de metilación del ADN, siendo más 
frecuentes en fases más avanzadas de progresión metastásica. Generalmente se ha 
observado que la hipometilación del ADN es uno de los eventos más tempranos que 
ocurren en transformación neoplásica. Esto se ha correlacionado con la reactivación 
de secuencias transponibles y con un incremento en la tasa de mutaciones génicas. 
No obstante, estos resultados provienen de la cuantificación de los niveles globales de 
metilación del ADN por técnicas como HPLC, o del análisis de secuencias concretas. 
A partir de los datos obtenidos en el presente estudio, comprobamos que el número de 
genes que experimentaban pérdida de metilación era superior en fases avanzadas de 
la progresión (Figura 14).  
Con el fin de desentrañar el impacto de los cambios de metilación observados en los 
perfiles de expresión génica, correlacionamos los datos de metilación de ADN con 
bases de datos de expresión génica sobre el mismo tipo de muestras que fueron 
publicados previamente (Riker et al 2008; Xu et al 2008; Scatolini et al 2010). Para el 
21,7% de los cambios de metilación de ADN identificados se encontró una correlación 
negativa con cambios de expresión en alguna de las bases de datos analizadas. Hay 
que tener en cuenta que esta aproximación puede ser restrictiva dado que no se está 
valorando la expresión y la metilación en las mismas muestras, y es posible por tanto 
que subestime la relevancia de los procesos epigenéticos en la progresión del 
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melanoma. Combinando los resultados con un análisis de ontología génica, pudimos 
explorar las vías de señalización y procesos afectados por metilación aberrante del 
ADN. Así, comprobamos que la hipermetilación de los promotores génicos en 
muestras tumorales (primarios y  metástasis), en comparación con los tejidos control, 
afectaban de manera predominante a genes implicados en procesos de adhesión 
celular y diferenciación terminal. La adhesión celular es una característica común de 
las células neoplásicas que favorece la diseminación de las células, y en particular la 
caderina-11 (CDH11) se encuentra entre los genes más frecuentemente 
hipermetilados en las muestras de melanoma analizadas. La inactivación epigenética 
de este gen se identificó en la progresión metastásica de melanoma y cáncer de 
cabeza y cuello en resultados incluidos en la presente tesis (Carmona FJ et al, 2012), 
y ha sido confirmado en un estudio reciente elaborado por un grupo independiente 
estudiando la metilación aberrante en melanoma (Gao L et al, 2013).  Se ha postulado 
que la inactivación epigenética en cáncer afecta en gran medida a genes implicados 
en desarrollo y pro-diferenciación por hipermetilación de su promotor (Ohm JE et al, 
2007; Widschwendter M et al, 2007). En melanoma, la inactivación permanente de 
estos genes podría estar reflejando una pérdida de marcas de diferenciación terminal, 
lo que induciría que las células tumorales adquiriesen una mayor plasticidad que 
favorezca la progresión tumoral.  
La activación transcripcional aberrante causada por hipometilación de regiones 
promotoras, converge en genes implicados en procesos inmunes e inflamatorios. Se a 
hipotetizado que la expresión de estos factores en estadíos avanzados podría interferir 
con los procesos de inmunidad innata anti-tumoral favoreciendo así la progresión 
neoplásica (Mori T et al, 2005; Goto Y et al, 2008). 
Notablemente, analizando los perfiles de metilación en los melanomas primarios se 
identificaron dos grupos con perfiles de metilación diferentes. Los tumores de uno de 
los grupos (n=8) incluía los estadíos más avanzados y con mayor profuncidad 
Breslow. En éstos  identificamos una serie de genes diferencialmente metilados entre 
los melanomas en estadíos iniciales y aquellos más avanzados, cuyo perfil exhibido 
coincidía en gran medida con el mostrado en las lesiones metastásicas, indicando 
procesos de inactivación epigenética asociados con fases más avanzadas de 
progresión. De forma recurrente aparecen genes con dominios homeo-box asociados 
a regulación transcripcional en procesos de diferenciación terminal como PAX6 
(paired-box 6), HOXA9 (homeobox A9), o EVX2 (even-skipped homeobox 2). Las 
alteraciones en la expresión de estos genes podrían desempeñar un papel en el 
fenotipo de las células tumorales, y merecen una caracterización más detallada. Esto 
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encaja con observaciones previas hechas a partir de estudios de transcriptómica, 
según los cuales, los cambios de expresión más significativos ocurren en los 
melanomas primarios y se asocian con la transición de fase de crecimiento radial a 
vertical, y con diseminación metastásica (Hoek K et al, 2007). En esta línea conviene 
destacar que las muestras que hemos analizado en el array son todo casos en fase de 
crecimiento vertical. No obstante, el cambio de metilación que observamos en los 
casos más avanzados podrían estar reflejando una estabilización del fenotipo invasivo 
mediante la hipermetilación del ADN, en comparación con casos menos avanzados 
pero en fase vertical igualmente que no muestran estos cambios. 
Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la relevancia de los cambios de 
metilación del ADN ten la progresión del melanoma. En etapas iniciales, los procesos 
de inactivación epigenética inducen una pérdida de adhesión celular y truncan los 
programas de diferenciación terminal, permitiendo con ello la diseminación celular y 
dotándoles de una mayor plasticidad que favorece el fenotipo metastásico. En 
estadíos más avanzados, hay cambios de metilación que reflejan la regulación 
epigenética en la transformación fenotípica que han descrito estudios previos (Hoek 
KS 2007; Smith et al., 2005; Jensen EH et al., 2006). Conforme las células de 
melanoma profundizan en la dermis adquieren los patrones de metilación -y con ello 
de expresión- que se observan posteriormente en las lesiones metastásicas. Llegado 
este punto, la hipometilación del ADN podría cobrar importancia induciendo la 
activación aberrante de procesos inflamatorios e inmunes que se han asociado con 
progresión metastásica (Mantovani A et al, 2011; Spicer JD et al, 2012) y mal 
pronóstico (Kim S et al, 2008).  
4. Biomarcadores de metilación del ADN en melanoma cutáneo 
La investigación en biomarcadores capaces de predecir el comportamiento de las 
células tumorales, es esencial para estratificar de forma eficiente a los pacientes 
afectados y aumentar la eficacia de las terapias anti-tumorales. Los marcadores 
aplicados a día de hoy en la clínica para la clasificación de este tipo tumoral se basan 
en parámetros histológicos -profundidad Breslow, grado de ulceración e ínidce 
mitótico, principalmente. El único marcador molecular empleado es el nivel de la 
enzima lactato deshidrogenasa (LDH), cuyos niveles elevados se asocian con 
presencia de metástasis, aunque es frecuente encontrar pacientes con metástasis y 
niveles normales de LDH.  
 
La búsqueda de biomarcadores moleculares que puedan complementar la evaluación 
histológica y tengan  valor diagnóstico y pronóstico se han llevado a cabo 
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principalmente mediante análisis globales de expresión génica. No obstante, estos 
estudios han examinado líneas celulares, muestras metastásicas o primarias, pero en 
ningún caso se ha evaluado toda la escala de progresión (Winnepenninckx V et al, 
2006; Berger MF et al, 2010). Por otro lado, los estudios enfocados en el estudio de 
los cambios de metilación del ADN en melanoma se han llevado a cabo usando 
plataformas de reducida resolución (Conway K et al, 2011; Gao L et al, 2013), o con un 
importante sesgo técnico inherente a la metodología empleada (Koga Y et al, 2009).  
 
Los resultados obtenidos en este estudio han permitido establecer una panorámica de 
la dinámica de la metilación del ADN a lo largo de la progresión del melanoma. Así 
como la hipermetilación de MGMT y GSTP1 han demostrado gran utilidad en la 
predicción de respuesta a quimioterapia (Esteller M et al, 2000; Bleeker et al, 2012) y 
la detección de cáncer de próstata (Jeronimo et al, 2001), respectivamente, los 
marcadores reconocidos en este trabajo tienen un potencial equivalente. Actualmente 
no existe ningún marcador molecular con valor pronóstico en melanoma. Pese a 
haberse identificado en una cohorte de pequeño tamaño la identificación del gene 
JMT1 como predictor de supervivencia puede tener importantes implicaciones clínicas 
para el tratamiento del melanoma. Esto resulta de especial relevancia para los 
pacientes en estadíos I y II en que se podría aplicar un regimen de terapia más 
adecuado y hacer un seguimiento más estrecho en aquellos pacientes con peor 
pronóstico. Además, los biomarcadores de metilación se posicionan mejor frente a 
biomarcadores basados en firmas de expresión o parámetros histológicos, debido a su 
estabilidad, a la categorización de sus valores, y a la disponibilidad de técnicas para 
medirlos. El análisis de los marcadores identificados en la presente tesis en grandes 
cohortes de pacientes por grupos de investigación independientes, deberá ser 
acometido para confirmar su potencial interés en el diagnóstico del melanoma, 








A tenor de los resultados obtenidos, se derivan las siguientes conclusiones: 
 
 El empleo de arrays en el estudio de los cambios de metilación del ADN 
constituye una aproximación fiable, asequible y altamente reproducible, 
aplicable a diversos contextos experimentales. 
 
 Los modelos celulares in vitro, representan un modelo válido para el estudio de 
las alteraciones moleculares en procesos neoplásicos, ya que recapitulan en 
gran medida los mecanismos de carcinogénesis presentes en los pacientes. 
 
 La progresión metastática de las células tumorales está determinada, en cierta 
medida, por los cambios epigenéticos que ocurren en las fases más avanzadas 
de un tumor primario, e incrementan la capacidad de diseminación celular. 
 
 Las moléculas de adhesión y los programas de diferenciación terminal, son una 
diana frecuente de eventos de inactivación epigenética en cáncer en relación a 
progresión tumoral. 
 
 La hipometilación del ADN en fases avanzadas de la progresión del melanoma 
estimula la activación aberrante de procesos inmunes e inflamatorios que 
mantienen y fomentan el fenotipo tumoral. 
 
 La dinámica en la metilación del ADN a lo largo de la progresión del melanoma, 
tiene gran relevancia en el fenotipo tumoral, explicando gran parte de las 
observaciones realizadas en estudios de transcriptómica. 
 
 Los biomarcadores de metilación identificados tienen potencial relevancia 
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ANEXO 1. Material suplementario 
 
No. Pacientes % No. Pacientes % No. Pacientes %
Género
Hombre 9 64.2 17 51.5 9 37.5
Mujer 5 35.7 16 48.5 15 62.5
Edad media (años)
≤50 años 12 85.7 10 30.3 8 33.3
≥50 años 2 14.3 23 69.7 16 66.7
Profundidad Breslow 
0.01–1.0 3 21.4 5 15.2 0 0
1.01-2.0 8 57.1 8 24.2 6 31.6
2.01-4.0 2 14.3 10 30.3 9 47.4
> 4.0 1 7.1 10 30.3 4 21.1
Nivel Clark
I-II-III NA 3 9.1 2 9.5
IV-V NA 30 90.9 19 90.5
Ulceración
Ausente NA 19 57.6 8 47.1
Presente NA 14 42.4 9 52.9
Localización
Cabeza y cuello 3 5 15.6 2 10.5
Tronco 8 11 34.4 4 21
Extremidad superior 2 2 6.3 0 0
Extremidad inferior 1 14 43.8 13 68.4
Melanomas metastásicosMelanomas primariosNevi benignosParámetros
60.8 (31-89)62.1 (34-84)20.6 (1-74)
 
Tabla s1: Características de los pacientes incluídos en la fase de descubrimiento en el estudio de 
alteraciones de metilación del ADN en la progresión del melanoma cutáneo. 
 
Dirección Secuencia Longitud Temperatura (ºC) Detección
Forward GTTTTGAGGGAGTCGGAGC 19 bp Tm=63.9
Reverse AAACTACGAAAACCGACCCC 20 bp Tm=63.7
Forward GAGTTTTGAGGGAGTTGGAGT 21 bp Tm=61.1
Reverse AAAAACTACAAAAACCAACCCC 22 bp Tm=61.4 No metilado
Metilado
 
Tabla s2: Cebadores para PCR específica de metilación (MSP) empleados en el estudio de la metilación 








TFAP2B Id Sequence Nt Tm,ºC %GC
F1 GTTGTATATAGTAGTTTTGGATTTAAAGAT 30 56.2 23.3
R1 CCTTTCCCATCCCCTCTATT 20 60.3 50
S1 TGTTTTAGGYGTAGAGATTT 20 40.2 30
HOXA9 Id Sequence Nt Tm,ºC %GC
F1 AGGGTTTTAGTGGTGGTTAT 20 58.4 40
R1 CACAATTAAAACAAACCCCATC 22 56.1 36.4
S1 GGGGAAGTATAGTTATTTAATAAG 24 45.6 29.2
AKT3 Id Sequence Nt Tm,ºC %GC
F1 AGTAAAGTAAAATTTAAAAAGGTTTAAGTG 30 56.8 20
R1 ATATATTTAACAAACTACCCAACTAT 26 55.5 23.1
S1 ATATTTGATAATATAAATGGTTAGG 25 43.7 20
NASS1* Id Sequence Nt Tm, ºC %GC 
F1 GTAGTTTTTGGYGAGTAGGAGTGTG 25 58.4 44
R1 AACAAAACCTACAACAATTAAAACTAAAA 29 58.1 20.7
S1 GAGTGTGGYGATTTTGGA 18 42.7 44.4
JMT1* Id Sequence Nt Tm, ºC %GC 
F1 GGGAATGGyGGGGAGTTTTAGT 22 59.5 50
R1 ATTCACAAATRCCTCTAAACAACACACTC 29 58.8 37.9
S1 GAATTTyGGATTTTTGTAAGGTTAG 25 44.3 28
ABM1* Id Sequence Nt Tm, ºC %GC 
F1 AGGGTTTTGAAGTTGTTATTTGTTT 25 59.4 28
R1 ACATAACTATTCCTCCTACTCAT 23 58.1 34.8
S1 GTTTTGAAGTTGTTATTTGTTTG 23 45.7 26.1
(* nombres codificados debido a procesos de confidencialidad)  
Tabla s3: Cebadores de pirosecuenciación empleados en la validación de marcadores de metilación de 
ADN implicados en la progresión del melanoma cutáneo. 
Dirección Secuencia Longitud Temperatura Gen
Forward CCTGGGGAGGAAGTAGGAAG 20 60
Reverse GAAAGGGCCATTGCTGATAA 20 60
Forward ATGGTCAACCCCACCGTGT 19 60
Reverse TCTGCTGTCTTTGGGACCTTG 21 60
Forward TGACACTGGCAAAACAATGCA 21 60
Reverse GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 21 60
Forward GTAACCCGTTGAACCCCATT 20 60






Tabla s4: Cebadores de RTPCR empleados para cuantificar la expresión génica de CDH11, frente a los 
normalizadores endógenos PPIA, HPRT1 Y 18s. 
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Término asociado % PValue Fold Enrichment Fisher-correction
GO:0048660~regulation of smooth muscle cell proliferation 7.89 0.01 25.95 2.40E-04
GO:0042127~regulation of cell proliferation 18.42 0.01 3.54 2.20E-04
GO:0008285~negative regulation of cell proliferation 13.16 0.01 5.51 2.20E-04
GO:0060538~skeletal muscle organ development 7.89 0.01 18.09 5.50E-04
GO:0007519~skeletal muscle tissue development 7.89 0.01 18.09 6.00E-04
GO:0006916~anti-apoptosis 10.53 0.01 7.73 6.00E-04
GO:0007517~muscle organ development 10.53 0.01 7.54 6.30E-04
GO:0009991~response to extracellular stimulus 10.53 0.02 7.23 1.00E-03
GO:0048584~positive regulation of response to stimulus 10.53 0.02 6.74 1.40E-03
GO:0050691~regulation of defense response to virus by host 5.26 0.02 88.42 1.40E-03
GO:0001954~positive regulation of cell-matrix adhesion 5.26 0.02 88.42 1.40E-03
GO:0048662~negative regulation of smooth muscle cell proliferation 5.26 0.03 56.84 1.70E-03
GO:0014706~striated muscle tissue development 7.89 0.03 10.03 1.80E-03
GO:0006957~complement activation, alternative pathway 5.26 0.04 53.05 1.90E-03
GO:0060537~muscle tissue development 7.89 0.04 9.55 2.10E-03
GO:0001501~skeletal system development 10.53 0.04 4.99 2.20E-03
GO:0050688~regulation of defense response to virus 5.26 0.05 41.88 2.40E-03  
Tabla s5: Análisis de ontología génica con las listas individuales de genes diferencialmente metilados en 
las líneas pareadas de melanoma y cáncer de cabeza y cuello. Los términos asociados corresponden a 
procesos biológicos afectados por hipermetilación del ADN de distintos genes que convergen en procesos 
comunes al proceso de metástasis. 
 
 







Figura s1: Secuenciación genómica de bisulfito en tumores primarios y metástasis pareadas a nódulo 
linfoide  de pacientes de cáncer de cabeza y cuello. La presencia de clones metilados en el tumor 
primario, y el aumento de la población de clones con metilación de CDH11 en la metástasis, sugiere que 




Figura s2: Valores de correlación entre los datos del array de metilación Infinium 450K, y la validación 
llevada a cabo por pirosecuenciación, para los cuatro marcadores de progresión tumoral. Cada gráfica 
corresponde a uno de los marcadores. Al lado del nombre del gen figura el identificador de la sonda del 
array que se ha pirosecuenciado. Los valores de metilación del array están representados en el eje de 
ordenadas, mientras que los resultados de pirosecuenciación en el eje de abcisas. Cada punto representa 
la intersección entre ambas técnicas. El coeficiente de correlación de Pearson y la significancia 







Figura s3: Perfiles de metilación del ADN atendiendo a supervivencia de los pacientes. Mediante un 
análisis supervisado se identificaron las sondas de metilación con mayor poder discriminatorio entre los 
tumores primarios de pacientes con supervivencia superior o inferior a cuatro años. Ambos grupos están 
compensados en las variables de sexo y edad. Entre estas sondas, se seleccionaron las de mayor 
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Figura s4: Perfiles de metilación del ADN en promotores de los genes diferencialmente metilados 
en los tumores primarios en base al índice Breslow. Los agrupados en PT-1 tienen en su mayoría un 
índice Breslow inferior a 3,5, mientras que los de PT-2, superior. Los genes identificados entre ambos 
estadíos constituyen cambios de metilación en fases avanzadas de la progresión de melanoma. La 
selección de sondas se hizo en base a diferencias estadísticamente significativas (Kruskal-Wallis p<0.01), 
de valores medios de metilación entre grupos (DM>25%), y a localización en promotor génico. 
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